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4Abstrakt v češtině
β-N-acetylhexosaminidasa (EC 3.2.1.52) patří do skupiny 
exoglykosidas a vyskytuje se prakticky u všech organismů od bakterii po 
člověka. Plísňová β-N-acetylhexosaminidasa z Aspergillus oryzae se skládá 
z propeptidu a katalytické podjednotky. Propeptid je na katalytickou 
podjednotku vázán nekovalentně a je nezbytný pro aktivitu enzymu. Ačkoli 
struktura katalytické podjednotky byla navržena pomocí homologního 
modelování, struktura propeptidu ještě doposud odhalena nebyla. V této 
studii jsme se snažili nalézt oblast, kde se propeptid na katalytickou 
podjednotku váže.
Předkládaná práce se skládá ze dvou částí. První část se zabývá
optimalizaci podmínek produkce, purifikace a krystalizace 
β-N-acetylhexosaminidasy z vláknité houby Aspergillus oryzae. Druhá část 
je věnována samotnému studiu interakce propeptidu a katalytické 
podjednotky, která byla charakterizována technikou chemického zesítění. 
A právě prostřednictvím chemického zesítění a hmotnostní spektrometrie 
s vysokým rozlišením byly odhaleny ne jenom strukturní změny katalytické 
podjednotky, které jsou závislé na přítomnosti či nepřítomnosti propeptidu, 
ale i oblasti, kde propeptid interaguje s katalytickou podjednotkou.
Klíčová slova:
vláknité houby
Aspergillus oryzae
hexosaminidasa
chemické zesítění
hmotnostní spektrometrie 
5Abstract in English
β-N-acetylhexosaminidase (EC 3.2.1.52) belongs to exoglycosidase,
and is one of the most abundant enzymes found in organisms from bacteria 
to human. The fungal β-N-acetylhexosaminidase from Aspergillus oryzae is 
composed of propeptide and catalytic domain. The propeptide is 
noncovalently associated with the catalytic domain of the enzyme. 
Propeptide is essential for the enzyme activity. While the structure of the 
catalytic domain was desidned by homology modeling, the structure of the 
propeptide has not been resolved yet. In this study, the position where the 
propeptide is associated with the catalytic domain, was uncovered.
Presented work consists of two parts. First part deals with optimization 
of production conditions, purification and crystallization 
of β-N-acetylhexosaminidase from the filamentous fungi Aspergillus
oryzae. Second part is devoted to the study of interaction between 
propeptide and catalytic domain, which was characterized by chemical
cross-linking and high-resolution mass spectrometry. It was found that the 
structural changes of the catalytic domain depend on the presence of the 
propeptide molecule. Moreover the region of propeptide-catalytic domain 
interaction was revealed.
Key words:
filamentous fungi
Aspergillus oryzae
hexosaminidase
cross-linking
mass spectrometry
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8Seznam zkratek
Aminokyseliny jsou značeny tří- či jednopísmennými zkratkami dle IUPAC
3D trojrozměrná struktura
A. Aspergillus
AcN acetonitril
APS peroxodisíran amonný (persíran amonný)
AV ČR, v.v.i. Akademie věd České republiky, veřejná výzkumná instituce
BSA hovězí sérový albumin
CA anhydrasa kyseliny uhličité (carbonic anhydrase)
CAZY enzymová databáze (Carbohydrate-active enzymes)
CCF označení sbírky izolovaných kmenů plísní 
(Culture Collection of Fungi, Praha)
CD povrchová leukocytární molekula (Cluster of Differentiation)
Cer ceramid
DMSO dimethylsulfoxid
DSG disukcinimidyl glutarát
DTT dithiothreitol
EC enzymatický kód (číslo)
EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová
EndoH endoglykosidasa H
ER endoplazmatické retikulum
ESI ionizace elektrosprejem (Electrospray ionization)
FA kyselina mravenčí
FTIR infračervená spektroskopie s fourierovou transformací
(Fourier Transform-Infrared spectroscopy)
FT-ICR hmotnostní analyzátor využívající iontově cyklotronovou 
rezonanci s fourierovou transformací 
(Fourier Transform-Ion Cyclotron Resonance)
Gal galaktosa (D-galaktopyranosa)
Glc glukosa (D-glukopyranosa)
GalNAc N-acetylgalaktosamin
(2-acetamido-2-deoxy--D-galaktopyranosid)
9GalNAcA 2-acetamido-2-deoxy--D-galaktopyranosyluronová kyselina
GH glykosidasy (glykoside hydrolase)
GH-K označení skupiny glykosidas (Glykosid hydrolasa – K)
GlcNAc N-acetylglukosamin
(2-acetamido-2-deoxy--D-glukopyranosid)
GM2 lidských gangliosidů typu 2
(GalNAc-β(1-4)-[NeuAc-α(2-3)]-Gal-β(1-4)-Glc-β(1-1)-Cer)
GM3 lidských gangliosidů typu 3
(NeuAc-α(2-3)-Gal-β(1-4)-Glc-β(1-1)-Cer)
Hepes 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonová kyselina
HexA lidská lysosomální hexosaminidasa A
HexB lidská lysosomální hexosaminidasa B
HexC lidská cytoplazmatická hexosaminidasa C
HexD lidská cytoplazmatická hexosaminidasa D
HexS lidská lysosomální hexosaminidasa S
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie
IFO označení sbírky izolovaných kmenů plísní 
(Institut for Fermentation, Osaka)
IAA jodacetamid
IAM označení sbírky izolovaných kmenů plísní 
(Institute of Molecular and Cellular biosciences, Tokyo)
IPA isopropanol
IUB-MB Mezinárodní unie pro biochemi a molekulární biologii
(International Union of Biochemisty and Molecular Biology)
IUPAC Mezinárodní unie pro čistou a užitou chemii 
(International Union of Pure and Applied Chemistry)
LABNAc 2-acetamido-1,4-imino-1,2,4-trideoxy-L-arabitol
LDS dodecyl síran litný
MALDI ionizace laserovou desorpcí v přítomnosti matrice 
(Matrix-assisted laser desorption/ionization)
MES 2-(N-morfolin)ethansulfonová kyselina
MS hmotnostní spektrometrie (mass spectrometry)
NAG-thiazolin 2´-methyl-α-D-glucopyrano-[2,1-d]- Δ 2´ -thiazolin  
Nag3 hexosaminidasa z Cellulomonas fimi
10
NagZ hexosaminidasy GH rodiny 3
NeuAc N-acetylneuraminová kyselina
NK buňky přirozené zabíječské buňky (Natural killer)
NKR-P1 receptor NK buněk (Natural killer receptor – P1)
O-GlcNAcasa lidská cytoplazmatická hexosaminidasa, která štěpí jen 
gluko- konfiguraci substrátů 
p-NP-GalNAc p-nitrofenyl--N-acetyl-galaktosamin
p-NP-GlcNAc p-nitrofenyl--N-acetyl-glukosamin
PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
PEG polyethylenglykol
PUGNAc  O-(2-acetamido-2-deoxy- D-glukopyranosiden)amino 
N-fenylkarbamát
SDS dodecylsíran sodný
SDS-PAGE SDS polyakrylamidová gelová elektroforéza
TCEP tris(2-karboxyethyl)fosfin
TEMED N, N, N´, N´-tetramethylethylendiamin 
TFA kyselina trifluoroctová 
TIM barel strukturní motiv složený z osmi  α-helixů a osmi - listů
pojmenovaný podle triosafosfát isomerasy 
(Triosephosphate isomerase barrel)
Thiamet-G 2-(ethylamino)- α-D-glucopyrano-[2,1-d]- Δ 2´ -thiazolin  
Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tween 80 polyoxyethylensorbitanmonooleát
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1. TEORETICKÝ ÚVOD
1.1 β-N-acetylhexosaminidasa
β-N-acetylhexosaminidasa (β-N-acetyl-D-hexosaminid-N-acetylhexosaminohydrolasa) 
je enzym patřící do skupiny glykosidas. Tyto v přírodě běžně rozšířené proteiny jsou
za fyziologických podmínek schopny katalyzovat štěpení glykosidické vazby mezi 
dvěma sacharidy nebo mezi sacharidem a aglykonem. Většina glykosidas je velice 
selektivní jak k charakteru glykosidické vazby, kterou štěpí, tak k charakteru 
sacharidové složky, která je odštěpována[1].
Glykosidasy lze rozdělit do dvou skupin na exo-glykosidasy a endo-glykosidasy. 
Endoglykosidasy štěpí sacharidové jednotky uprostřed řetězce, zatímco exoglykosidasy 
štěpí sacharidové jednotky z konce cukerného řetězce (Obr. 1). β-N-acetylhexosaminidasa 
se řadí do skupiny exoglykosidas a její hlavní funkcí je štěpení N-acetyl-D-
galaktosaminu nebo N-acetyl-D-glukosaminu z neredukujícího konce gangliosidů, oligo-
a polysacharidů, glykolipidů či jiných glykokonjugátů[2]. β-N-acetylhexosaminidasou 
katalyzované reakce a další možné substráty jsou podrobně rozebrány v kapitole 1.4.4.3
Obr. 1 Schéma působení endo-a exoglykosidas[3].
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1.2 Zařazení β-N-acetylhexosaminidas do systému enzymů
β-N-acetylhexosaminidasa je enzym, který se podle závazných pravidel enzymové 
nomenklatury Mezinárodní unie pro biochemii a molekulární biologii (IUB-MB) řadí 
mezi:
3.-.-.- hydrolasy
3.2.-.- glykosidasy
3.2.1.- glykosidasy hydrolyzující O- a S- glykosidické vazby
Přesné zařazení tohoto enzymu do číselného systému EC je EC 3.2.1.52. Toto 
označení vzniklo teprve na počátku 70. letech minulého století a nahradilo chitobiasu 
(EC 3.2.1.29) a později i β-N-acetylglukosaminidasu (EC 3.2.1.30). Ani v současné 
době termín β-N-acetylhexosaminidasa (dále jen hexosaminidasa) není jediným 
používaným názvem pro tento enzym. Dalšími jsou například hexosaminidasa A, 
β-acetylaminodeoxyhexosidasa, β-D-hexosaminidasa či β-hexosaminidasa[4].
Někdy je hexosaminidasa mylně zaměňována za chitinasu (EC 3.2.1.14), která 
katalyzuje hydrolýzu glykosidických vazeb β-1,4 v chitinu a jeho derivátech[5]. 
Z hlediska funkce jsou hexosaminidase blízké β-N-acetylgalaktosaminidasa 
(EC 3.2.1.53) nebo lysozym (EC 3.2.1.17). Lysozym štěpí vazbu β-1,4 mezi 
N-acetyl-D-glukosaminy (dále jen GlcNAc) v chitodextrinech anebo mezi GlcNAc
a kyselinou N-acetylmuramovou v peptidoglykanu[6,7].
Zatímco systém IUB-MB je založen na typu katalyzované reakce a substrátové 
specifitě jednotlivých enzymů, databáze CAZY (Carbohydrate-Active enZYmes) dělí 
širokou skupinu glykosidas na základě podobnosti jejich aminokyselinových sekvencí 
do rodin a podle strukturních motivů do klanů. S přibývajícími informacemi se databáze 
neustále rozrůstá a v současnosti (13.4.2011) obsahuje již 125 rodin a 14 klanů 
označovaných písmennými zkratkami GH-A až GH-N. Hexosaminidasa je zařazena 
do rodin 3, 20 a 84, z toho rodiny 3 a 84 nejsou umístěny do žádného z klanů, zatímco 
rodina 20 je zařazena do klanu GH-K [8].
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1.3 Výskyt a funkce β-N-acetylhexosaminidas
Hexosaminidasa je přítomna ve všech typech živých organismů s výjimkou virů 
a zástupců říše archeae, u kterých bylo doposud popsáno jen velmi málo enzymů. 
Funkce hexosaminidas se liší druh od druhu a jsou závislé na typu a umístění v daném 
organismu.
1.3.1 Bakteriální β-N-acetylhexosaminidasy
Bakteriální hexosaminidasy se řadí mezi intracelulární glykosidasy. Většinou jsou 
asociované s membránou a účastní se metabolismu muropeptidů, které tvoří jednu 
ze složek buněčné stěny[9]. U mořských bakterií Vibrio furnissii a Alteromonas sp. se 
hexosaminidasa spolupodílí na odbourávání chitinu a zvyšuje tím tvorbu 
chitinasy [10,11]. Fyziologická úloha bakteriálních glykosidas však není spojena pouze 
s metabolismem buněčné stěny.
Bakterie Actinobacillus actinomycetemcomitans využívá β-N-acetylglukosaminidasu 
z GH rodiny 20 zvanou Dispersin B k šíření kolonií vlastních buněk. 
A. actinomycetemcomitan, který obývá ústní dutinu člověka a způsobuje paradentózu, 
vytváří z buněk speciální film. Tento film obsahuje mimo jiné lineární polymer složený 
z β-1,6 vázaných GlcNAc. Dispersin B tento polymer štěpí, čímž dochází k oddělení 
části kolonií z filmu a následně k jejich šíření po ústní dutině[12,13].
Bakteriální Spy1600 (β-N-acetylglukosaminidasa z GH rodiny 84) ze Streptococcus 
pyogenes má velmi podobnou aminokyselinovou sekvenci N-terminální domény 
s lidskou cytoplasmatickou hexosaminidasou (O-GlcNAcasa) a je tedy schopna 
odštěpovat GlcNAc z lidských GlcNAc-vázajících proteinů. To podporuje teorii, že
tento lidský patogen mění funkci některých glykoproteinů jejich deglykosylací[14].
U gram-negativních bakterií hexosaminidasa hydrolyzuje glykosidickou vazbu mezi 
GlcNAc a anhydro-N-acetylmuramovou kyselinou. Výsledná kyselina
1,6-anhydro-N-acetylmuramová nepřímo indukuje tvorbu β-laktamas a následkem toho 
u bakterií vzniká rezistence proti β-laktamovým antibiotikům. Na základě těchto 
znalostí se část výzkumu bakteriálních glykosidas zaměřila na hledání specifického 
inhibitoru, díky kterému by se mohla využít řada antibiotik k léčení nemocí 
způsobených rezistentními bakteriemi[15].
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1.3.2 Rostlinné β-N-acetylhexosaminidasy
Rostlinné hexosaminidasy jsou dosud nejméně prostudovanou skupinou těchto 
enzymů. Předpoklad, že v semenech rostlin štěpí oligosacharidové řetězce zásobních 
glykoproteinů, nebyl nikdy zcela prokázán[16,17]. Nepotvrzená zůstala také hypotéza
o tom, že se zapojují do procesu patogeny způsobené lignifikace[18].
V současném globalizovaném světě je vynakládáno nemalé množství peněz a úsilí 
na ,,ovládnutí“ procesů spojených se zráním hospodářských plodin. V tomto ohledu 
došlo k některým novým poznatkům souvisejících s hexosaminidasami. Výzkum 
provedený s transgenními rajčaty ukázal, že blokace genů buněčnou stěnu poškozujících
proteinů (polygalakturonasa, pektinesterasa) oproti předpokladům měknutí plodů
nezabraňuje[19]. Následná studie odhalila dosud nepopsaný vliv N-glykanů a N-glykan 
specifických enzymů (α-manosidasy a hexosaminidasy) na proces zrání rajčat. Po 
zablokování těchto enzymů započal u rajčat proces měknutí o několik dnů později. To 
by mohlo mít strategický význam při prodloužení doby trvanlivosti i dalších plodin 
(papriky zvonkové, bavlníku srsnatého či lupice žluté) u nichž byla během procesu zrání 
pozorována zvýšená aktivita enzymů specifických vůči N-glykanům[17,20,21].
Naproti tomu hexosaminidasa z Canavalia ensiformis má naopak velmi pozitivní 
účinky. Výrazně totiž zvyšuje úmrtnost larev Spodoptera frugiperda (Blýskavka 
kukuřičná), což je běžný rostlinný škůdce. Platí lineární závislost, čím vyšší byla 
koncentrace glykosidasy v organismu, tím vyšší byla také úmrtnost larev[22]. Podobný 
vliv má hexosaminidasa z Arabidopsis thaliana (Huseníček rolní), která zvyšuje 
úmrtnost jiného rostlinného škůdce Lasioderma serricorne (Červotoč tabákový) [23]. 
Vnesení genu pro hexosaminidasu z C. ensiformis a A. thaliana do genomu jiného
rostliného druhu Zea mays (Kukuřice setá), způsobilo vyšší úmrtnost nejen larev 
S. frugiperd.a L. serricorne ale také Helicoverpa zea (Můršedavka kukuřičná). Zavádění 
genů má potenciál výrazně snížit poškození rostlin hmyzem a tím i nepřímo snížit 
produkci škodlivých mykotoxinů[22].
Výše zmíněný A. thaliana je díky své nenáročnosti a krátké generační době také 
studován jako možný expresní systém pro výrobu rekombinantních glykoproteinů. 
Hlavní úsilí je nyní soustředěno na přetváření N-glykosylační cesty rostlin na více savčí 
model glykosylace. Tuto snahu komplikuje přítomnost paucimanosidů, což jsou
hexosaminidasou produkované sacharidové řetězce typické pro rostliny a bezobratlé.
Dokud nebude tento problém vyřešen, je využití rostlinné exprese glykoproteinů 
pro léčebné využití u lidí nemožné[24]. 
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1.3.3 Živočišné β-N-acetylhexosaminidasy
Glykosidasy včetně hexosaminidasy plní spoustu významných funkcí i u živočichů, 
člověka nevyjímaje. U většiny obratlovců i bezobratlých se účastní procesu oplodnění. 
Hexosaminidasa, která se nalézá na akrozomální části povrchu spermie, napomáhá 
prvnímu navázání spermie na ochranný obal vajíčka (zona pelllucida) a poté 
i prostupu spermie skrz tento obal[25]. U savců začíná vajíčko po oplodnění vylučovat
hexosaminidasu, aby zabránilo tzv. polyspermii, tedy prostupu skrz ochrannou vrstvu 
dalším spermiím. Celý proces je zajišťován tak, že vyloučený enzym modifikuje 
glykoproteiny pro spermie určených receptorů a spermie se následně nemohou
na receptory navázat[26].
U zástupců hmyzu se hexosaminidasa podílí podobně jako u bakterií na metabolismu 
chitinu. Význam chitinu u organizmů z této třídy členovců narůstá, protože je nedílnou 
součástí tzv. prokutikuly vnitřní vrstvy vnější kostry. Chitin spolu s proteiny 
a peptidoglykanem tvoří také peritrofickou membránu. Ta je přítomna jen u některých 
druhů (Ostrinia nubilalis, Bombyx mori či Aedes aegypti) a je součástí orgánu, který 
zajišťuje u hmyzu trávení [27,28,29].
Nejprostudovanější a nejvíce zájmu vzbuzující je lidská hexosaminidasa. V současné 
době je známo 5 různých typů tohoto enzymu. Tři jsou lysosomální a označují se jako
HexA, HexB a HexS. Kódovány jsou stejnými geny HEXA a HEXB[30]. Čtvrtým typem 
je O-GlcNAcasa, která se od ostatních liší funkcí i strukturou[31]. Posledním a zatím 
neprobádaným zástupcem je HexD, která je kódována genem HEXDC a vyskytuje se 
v cytoplasmě. HexD jako substrát preferuje N-acetylgalaktosamin a stejně jako 
lysosomální formy se řadí do GH rodiny 20. Její biologická funkce je zatím 
neznámá[32].
Lysosomální hexosaminidasy jsou složeny vždy ze dvou podjednotek. HexA je 
složena z podjednotky α a podjednotky β. HexB tvoří dvě podjednotky β a minoritní 
HexS dvě podjednotky α. Doména α je kódována genem HEXA a doména β je kódována 
genem HEXB. Aminokyselinové sekvence se shodují přibližně v 60%. Obě podjednotky
jsou syntetizovány ve formě preproproteinů a k jejich úpravě včetně glykosylace dochází 
v endoplazmatickém retikulu. Asociace podjednotek realizovaná v Golgiho aparátu je 
nezbytná pro enzymovou aktivitu proteinu[33]. HexB zajišťuje štěpení neutrálních 
substrátů z neredukujícího konce glykolipidů, glykosaminglykanů či globosidů. Oproti 
tomu HexA má afinitu i k záporně nabitým substrátům jako N-acetylglukosamin-6-sulfát 
či sialová kyselina[34].
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Pouze HexA je schopna štěpit v přítomnosti GM2 
aktivátoru gangliosidy GM2 na gangliosidy GM3 za vzniku 
N-acetylgalaktosaminů (Obr. 2). Celý proces je 
zprostředkován díky α podjednotce, která oproti 
β podjednotce obsahuje v pozici 280-283 smyčku
a v pozici 424 arginin. Zatímco smyčka (GluSerGluPro)
umožňuje vazbu GM2 aktivátoru, arginin je nezbytný pro 
navázání N-acetylneuraminové kyseliny gangliosidu[35].
Nedostatek nebo úplná absence aktivní HexA má 
za následek hromadění gangliosidů GM2 v lysosomech 
neuronů, což vede k poškození mozku a dalším tělesným 
disfunkcím. Je-li nepřítomnost aktivní HexA způsobena 
mutací 15. chromozomu HEXA genu mluví se o Tay-Sachsově chorobě[36]. Pokud je
poškozen 5. chromozom genu HEXB je onemocnění nazýváno Sandhoffova choroba. Při 
Sanhoffově chorobě přestává plnit svou funkci i HexB a v buňkách se začínají hromadit 
i další substráty[37]. Obě choroby jsou autosomálně recesivní a nejvíce postihují 
židovskou populaci. Mezi GM2 gangliosidosy patří ještě vzácná AB varianta způsobená 
nedostatkem GM2 aktivátoru[38]. Aktuálně běží několik výzkumů s různými strategiemi, 
jejichž cílem je zmírnění symptomů gangliosidos. Velmi dobré výsledky má výzkum na 
myších, kdy je do mozkových buněk myší, v nichž je indukována 
Tay-Sachsova choroba, vnesen virový vektor kódující α podjednotku HexA[39]. V rámci 
jiné studie, která se snaží zvýšit aktivitu HexA pomocí farmaceutických chaperonů
(pytimethamin), byly provedeny již první testy na lidech. Dodáním pyrimethaminu se 
sice koncentrace hexosaminidasy u zkoumaných objektů zvýšila, ale při vyšších dávkách 
bylo pozorováno značné množství vedlejších účinků[40,41].42
HexS neplní v organismu žádnou funkci. Navzdory tomu, že obsahuje podjednotku 
α, není schopna štěpit gangliosidy ani jím strukturně podobné deriváty. Největší 
zastoupení HexS mají pacienti se Sanhoffovou chorobou, což vzbuzuje názor, že se 
jedná pouze o chybně sbalený protein[39].
Zvláštní postavení má lidská O-GlcNAcasa někdy označována jako HexC. Na rozdíl 
od ostatních lidských forem tohoto enzymu je zařazena do GH rodiny 84 a odštěpuje 
výhradně GlcNAc. Je kódována genem MGEA5 a vyskytuje se ve všech typech savčích 
buněk[43,44]. O-GlcNAcasa zastává opačnou funkci k N-acetylglukosaminyltransferase 
(EC 2.4.1.94), jejíž název se zkracuje jako O-GlcNAc transferasa[4,45]. Vazba GlcNAc
Obr. 2 Schéma metabolismu
gangliosidů GM2 u člověka[42].
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na jaderné a cytoplazmatické proteiny je běžnou, doplňkovou posttranslační modifikací 
k fosforylaci. GlcNAc-glykosylace proteinů zásadně ovlivňuje nejen aktivitu a stabilitu 
proteinů, ale také buněčný cyklus, signalizaci, transkripci, expresi či protein-
proteinovou interakci[46,47]. Nedávné studie ukázaly souvislost mezi sníženou 
GlcNAc-glykosylací a hyperfosforylací tau proteinu, která spouští kaskádu nežádoucích 
reakcí vedoucích k Alzheimerově chorobě. Nalezení vhodného selektivního inhibitoru 
pro O-GlcNAcasu by mělo dle předpokladů zajistit vyšší GlcNAc-glykosylaci a zároveň 
nižší fosforylaci proteinů. Snížená fosforylace tau proteinu by mohla vést ke zpomalení 
či dokonce k úplnému zastavení postupu Alzheimerovy choroby[48,49]. O-GlcNAcasa 
a s ní spojená GlcNAc-glykosylace je studována také v souvislosti s léčbou diabetu
mellitu druhého typu či s hledáním příčin rakoviny prsu[50,51,52].
1.3.4 Fungální β-N-acetylhexosaminidasy
Hexosaminidasa vláknitých hub je součástí chitinolytického systému v buněčné 
stěně rostoucích hyf. Chitinasa (EC 3.2.1.14) spolu s hexosaminidasou tvoří binární 
komplex produkovaný za podmínek katabolické represe za účelem odbourávání chitinu 
v buněčné stěně[53]. Produkty reakcí katalyzovaných binárním komplexem jsou pro
vláknité houby podstatným zdrojem uhlíku a dusíku. Opačnou funkci plní u vláknitých 
hub chitinsynthasa, která naopak chitin vytváří. Chitinolytický systém reguluje růst 
a větvení hyf, tvorbu sept a plodnic, zároveň zabraňuje prasknutí vznikajících 
buněk[54]. Odpovědnost za odbourávání buněčné stěny a degradaci stárnoucích 
houbových kultur během fermentace nese gen s označením nagA[55]. Hexosaminidasa 
má také antifungální a baktericidní účinky spočívající ve schopnosti štěpit cizí buněčné
stěny. Například hexosaminidasa produkovaná houbou Clonostachys rosea brání růstu
rostlinným patogenům Fusarium culmorum a Pythium ultimo[56]. 
Plísňové hexosaminidasy jsou enzymy extracelulárně sekretované, převážně 
glykosylované a inducibilní. Přidáním vhodného induktoru dochází k výraznému 
nárůstu jejich aktivity v kultivačním médiu. Pozitivní vliv na sekreci hexosaminidas 
do média byl prokázán u hydrolyzátu chitinu, u vyšších chitooligomerů, GlcNAc 
či GalNAc. Naopak přítomnost glukosy v médiu aktivitu enzymu snižuje. Velice 
podrobně bylo popsáno zvýšení produkce hexosaminidasy z Aspergillus oryzae. U této 
vláknité houby byl prokázán pozitivní vliv nejen některých organických sloučenin 
(např. chitin) ale i látky anorganické povahy, konkrétně NaCl[57].
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1.4 Struktura a mechanismus katalýzy β-N-acetylhexosaminidas
Jak už bylo popsáno výše, jsou veškeré glykosidasy rozděleny podle podobnosti 
svých aminokyselinových sekvencí do rodin. Hexosaminidasy byly rozděleny do rodin 
3, 20 a 84. Podobnosti a odlišnosti jednotlivých rodin jsou objasněny v následujících 
kapitolách.
1.4.1 Rodina GH 3
Hexosaminidasy GH rodiny 3 (NagZ) jsou malá skupina glykosidas, která obsahuje 
enzymy pouze bakteriálního původu. Dosud nebyla popsána hexosaminidasa z říše 
eukaryot, která by byla zařazena do této rodiny[8]. Navíc byla zatím rozřešena 
a publikována jen jedna trojrozměrná struktura (3D) z této rodiny hexosaminidas Vibrio 
cholerae. Hexosaminidasu z Vibrio cholerae tvoří 341 aminokyselin složených 
do tzv. TIM barelu. Tato struktura je u glykosidas poměrně běžná a skládá se z osmi 
paralelních β-listů, tvořících aktivní centrum a osmi α-helixů, které β-listy obklopují. 
C-terminální část této hexosaminidasy je zakončena kličkou, která zakrývá aktivní 
centrum. V porovnání s hexosaminidasami z ostatních rodin je místo pro substrát větší. 
Tento prostor, který je blízko acetamidové skupiny substrátu, zabírá molekula vody[58].
Hexosaminidasy rodiny 3 využívají k hydrolýze mechanismus zachovávající 
anomerickou konfiguraci (Obr. 3). Tento typ mechanismu vyžaduje dvě karboxylové 
skupiny enzymu, jednu nukleofilní a druhou acidobázickou. V prvním kroku atakuje 
nukleofilní karboxylová skupina anomerní centrum substrátu. Zároveň dochází 
k odštěpení odstupující skupiny, které je katalyzováno druhým karboxylem enzymu, 
jenž se v tento okamžik chová jako kyselina. Následkem těchto strukturních změn
vzniká kovalentní α glykosyl-enzymový meziprodukt. V druhém kroku anomerní 
centrum atakuje molekula vody aktivovaná karboxylovou skupinou s charakterem báze. 
Glykosyl-enzymový meziprodukt zaniká a dochází k vytvoření N-acetylhexosaminu 
s původní anomerickou konfigurací. Vzniklý produkt opouští aktivní centrum a celý 
proces se opakuje[59,60].
Velmi neobvyklým zástupcem GH rodiny 3 je hexosaminidasa/β-glykosidasa (Nag3) 
produkovaná gram-pozitivní půdní bakterií Cellulomonas fimi. Nag3 má velmi širokou 
substrátovou specifitu a proto je schopna odštěpovat jak GlcNAc tak β glykosidickou 
vazbou vázanou glukosu. Tento enzym je důkazem evoluční příbuznosti mezi 
hexosaminidasami a β-glykosidasami GH rodiny 3[61].
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1.4.2 Rodina GH 20
Rodina 20 tvoří nejpočetnější a zároveň nejvíce prostudovanou skupinu 
hexosaminidas. Obsahuje velmi dobře zmapované představitele z řad prokaroyotických 
i eukaryotických organismů. Detailní studie ukázala u hexosaminidas této skupiny 
přítomnost konzervovaného motivu His/Asn-Xaa-Gly-Ala/Cys/Gly/Met-Asp-Glu-
Ala/Ile/Leu/Val nalezeného ve všech sekvencích, které používají karboxylové skupiny
glutamátu a aspartátu v mechanismu katalýzy[62]. Představitelé z řad hexosaminidas 
této rodiny používají k hydrolýze substrátu mírně odlišný mechanismus než rodina 3. 
Nukleofilem, který v prvním kroku atakuje anomerní místo, není karboxylová skupina 
enzymu nýbrž acetamidová skupina substrátu (Obr. 3). Kyselina glutamová plní funkci 
donoru protonů pro odstupující skupiny a kyselina asparagová napomáhá stabilizaci 
vznikajícího oxazolinového meziproduktu. Druhý krok, který zahrnuje atak anomerního 
místa meziproduktu molekulou vody, je pro oba mechanismy stejný. Reakční 
mechanismus rodiny 20 je označován jako substrát–asistovaná katalýza[63,64].
Obr. 3 A) Mechanismus zachovávající anomerickou konfiguraci užívaný rodinou 3 
B) Mechanismus substrát-asistované katalýzy používaný rodinami 20 a 84[78].
Strukturně jsou hexosaminidasy rodiny 20 podobné s rodinou 3, obsahují totiž také
TIM barel. Aktivní centrum tvoří aminokyseliny smyčky na C-terminálním konci 
řetězce a aminokyseliny β listů při okraji β barelu. Bakteriální enzymy se 
od eukaryotických, reprezentovaných lidskými lysosomálními HexA a HexB, liší 
v počtu podjednotek. Zatímco HexA a HexB jsou dimery s dvěma aktivními centry, 
bakteriální hexosaminidasy jsou tvořeny jen jednou podjednotkou[35]. 
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Zvláštní pozornost je v současné době zaměřena na rozřešení 3D struktury 
fungálních hexosaminidas, které mají obrovský potenciál stát se biosyntetickým 
nástrojem při výrobě glykomimetik[8,35]. Široká substrátová specifita umožňuje použít 
tento typ hexosaminidas k transglykosylačním reakcím, které se používají právě 
k přípravě glykomimetik a glykoléčiv obecně. Příkladem sloučeniny, která byla 
syntetizována pomocí hexosaminidas, je imunoaktivní disacharid β-D-GalNAcA-
(1→4)-D-GlcNAc[78]
1.4.3 Rodina GH 84
Rostoucí zájem o hexosaminidasy rodiny 84 je způsoben přítomností lidské
O-GlcNAcasy, jejíž struktura dosud nebyla odhalena. Nicméně existuje homologní
model O-GlcNAcasy, k jehož vytvoření posloužily již rozřešené struktury bakteriálních 
hexosaminidas. Prvním zdrojem pro homologní model byla struktura hexosaminidasy 
z anaerobního patogenu Clostridium perfringens[65,66]. Jako druhý zdroj byla použita 
struktura hexosaminidasy z Bacteroides thetaiotaomicron, mikrobiálního organismu,
který obývá trávicí trakt člověka[67,68].
Navzdory velmi nízké podobnosti v aminokyselinových sekvencích, jsou tvar TIM 
barelu katalytické podjednotky a umístění aktivního centra hexosaminidas rodin 20 a 84 
téměř shodné. Obě rodiny používají také mechanismus substrát-asistované katalýzy, 
rozdíl u hexosaminidas rodiny 84 je pouze v zastoupení aminokyselin, které se procesu 
účastní. Pro hydrolýzu substrátu je nezbytné, aby bylo aktivní centrum tvořeno dvěma 
Asp a Tyr, který stabilizuje přechodný stav[69]. O-GlcNAcasa má na rozdíl od ostatních 
hexosaminindas rodiny 84 v aktivním centru více místa, což jí umožňuje štěpit větší 
substráty[70]. O-GlcNAcasa se liší tudíž nejen v rámci lidských hexosaminidas, ale také 
v rámci hexosaminidas rodiny 84 a tvoří tak unikátní enzym s velmi komplikovanou 
působností. Zvláštní postavení lidské O-GlcNAcasy dokládá kromě neobvyklé 
schopnosti štěpit S-glykosidy také acetyltransferasová aktivita[45,71]. 
1.4.4 Substráty
Přirozenými substráty hexosaminidas jsou především chitooligosacharidy a jejich 
deriváty[72]. Ke stanovení aktivity hexosaminidas se však používají substráty umělé
(p-nitrofenylglykosidy, 4-methylumbelliferylglykosidy), složené ze sacharidové složky 
a O-glykosidicky vázaného aglykonu. Nezbytnou vlastností umělých substrátů 
používaných ke stanovení hexosaminidas je snadná vizualizace odstupujícího aglykonu.
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V případě p-nitrofenylglykosidů dochází k hydrolýze na příslušný sacharid 
a p-nitrofenol (Obr. 4), který poskytuje v zásaditém prostředí žluté zabarvení[73].
Oproti tomu 4-methylumbelliferon, produkt hydrolytického štěpení 
4-methylumbelliferylglykosidů, v zásaditém prostředí po excitaci elektromagnetickým
zářením o vlnové délce 380 nm fluoreskuje. Této reakce se využívá také k detekci 
hexosaminidas v gelu po nativní elektroforéze[74].
Schopnost štěpit umělé substráty p-NP-GlcNAc a p-NP-GalNAc se u hexosaminidas 
liší (Obr. 4). Afinita enzymu k substrátu vyjádřená konstantou Michaelis-Mentenové je 
například pro Candida albicans 0,77 mmol/l (p-NP-GlcNAc) a 1,26 mmol/l
(p-NP-GalNAc)[75], pro Bipolaris sorokiniana 0,081 mmol/l (p-NP-GlcNAc) 
a 1,24 mmol/l (p-NP-GalNAc) [76], a u Sclerotinia fructigena jsou obě tyto konstanty 
rovné 2 mmol/l [77].
p-nitrofenyl--N-acetyl-glukosamin p-nitrofenyl--N-acetyl-galaktosamin
Obr. 4 Příklady substrátů β-N-acetylhexosaminidasy.
Glykosidy p-nitrofenolu se používají také jako donory pro transglykosylační reakce.
Transglykosylace jsou kineticky řízené procesy, při kterých enzym zprostředkovává 
přenos sacharidového zbytku substrátu (donor) na sloučeninu, která disponuje volnou 
hydroxylovou skupinou (akceptor). U transglykosylace oproti reverzní hydrolýze není 
potřeba tak vysoká koncentrace donorů a lze jednodušeji ovlivnit regioselektivitu enzym
a velikost výtěžku[78]. Pokud je vhodně zvolen enzym, donory i akceptory, představují 
tyto reakce dobrý nástroj pro syntézu glykosidických struktur, které jsou jinak těžko 
dosažitelné. Transglykosylací vzniklý glykosid je pro glykosidasu zároveň 
substrátem[78,79].
Hexosaminidasy se k transglykosylačním reakcím využívají díky své široké 
substrátové specificitě, robustnosti a dobré dostupnosti. Použití jiných než fungálních 
hexosaminidas je vzácné[80,81]. V souvislosti s hexosaminidasami bylo s různými 
úspěchy studováno značné množství akceptorů jako chitooligosacharidy[82], námelové 
alkaloidy[83], primární alkoholy[84,85] či vitamíny (thiamin, pyridoxin)[86,87]. Velká 
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variabilita je zachována také na straně donorů transglykosylačních reakcí [78], což 
teoreticky umožňuje syntetizovat glykosidy ,,na přání“. Mezi konkrétní produkty
hexosaminidasou katalyzovaných reakcí patří imunoaktivní disacharid 
β-D-GalNAcA-(1→4)-D-GlcNAc, který vykazuje velkou afinitu vůči aktivačním 
receptorům NK buněk potkaního NKR-P1 a lidské CD69[78,88]. K lidskému 
aktivačnímu receptoru CD69 vykazuje ještě vyšší afinitu trisacharid 
β-D-GalNAc-(1→4)-β-D-GlcNAc-(1→4)-D-ManNAc, který byl nasyntetizován reakcí 
β-D-GlcNAc-(1→4)-D-ManNAc (akceptor) s p-NP-GalNAc (donor). Tato reakce byla 
rovněž katalyzovaná hexosaminidasou z Aspergillus oryzae[78].
1.4.5 Inhibitory
Inhibitory hexosaminidas jsou nástrojem k objasnění úloh těchto enzymů 
v biologických procesech a k vývoji léčebných zásahů s minimálními vedlejšími vlivy. 
Hlavní překážkou při hledání vhodného inhibitoru lidských lysosomálních 
hexosaminidas, je přítomnost funkčně příbuzné O-GlcNAcasy a naopak. Neschopnost 
inhibitorů vázat se jen na jeden typ hexosaminidasy je významným omezením pro studie 
fyziologických rolí jednotlivých enzymů. Hlavním cílem je tedy vytvořit vysoce 
selektivní inhibitor, který bude schopen blokovat pouze funkci lysosomálních
hexosaminidas a inhibitor pouze pro O-GlcNAcasu[70,89]. 
V posledních několika letech byly studovány především NAG-thiazolin 
(2´-methyl-α-D-glucopyrano-[2,1-d]-Δ2´-thiazolin) vídiltelný na Obr. 5, PUGNAc
(O-(2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyranosiden)amino N-fenylkarbamát) viz Obr. 6
a jejich deriváty[70,90,91]. Struktura těchto molekul napodobuje přechodný stav 
v mechanismu substrát-asistované katalýzy, který sdílejí GH rodiny 20 i 84. NAG-
thiazolin i PUGNAc naneštěstí již v nanomolárních množstvích silně inhibují 
hexosaminidasy lysosomální i cytoplazmatické. Při hledání dalších inhibitorů se 
vycházelo ze strukturních odlišností aktivního centra obou skupin hexosaminidas.
Obr. 5 Inhibitory β-N-acetylhexosaminidas[78].
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Větší prostor u O-GlcNAcasy především v oblasti okolo acetamidové skupiny vedl 
k vytvoření inhibitorů s delším postraním řetězcem na thiazolinovém kruhu. Poměr mezi 
inhibovanými cytoplazmatickými a lysosomálními hexosaminidasami se po prodloužení 
tohoto řetězce (N-butyryl-NAG-thiazolin) zvýšil na 3100:1[70]. Vnesení dalších 
funkčních skupin do postranního řetězce thiazolinového kruhu vedlo k syntéze dalších 
derivátů NAG-thiazolinu (fluor- a azid-) s vynikající selektivitou vůči O-GlcNAcase. 
Tyto sloučeniny by mohly být užitečné pro vývoj činidel pro zobrazování a označování 
cyklu O-GlcNAcasy v buňkách a tkáních[92]. Největší schopnost vázat se pouze 
do aktivního místa O-GlcNAcasy prokázal (poměr vůči ostatním lysosomálním 
hexosaminidasám 37 000:1) v in vivo testech thiamet-G (Obr. 5). Thiamet-G prokázal, 
že dokáže účinně zvýšit hladinu GlcNAc v mozku, což vede ke snížené fosforylaci tau 
proteinu[89].
Deriváty PUGNAc nemají tak dobrou selektivitu vůči O-GlcNAcase jako deriváty 
NAG-thiazolinu, ale při snaze nalézt vhodný inhibitor pro O-GlcNAcasu, byly vyrobeny 
sloučeniny s neméně zajímavými vlastnostmi. N-valeryl-PUGNAc (Obr. 6) je 
inhibitorem pro hexosaminidasy rodiny 3 a N-butyryl-PUGNAc (Obr. 6) inhibuje 
aktivitu hexosaminidas rodiny 3 a O-GlcNAcasy zároveň[15,58]. Gal-PUGNAc, který 
byl vytvořen s ohledem na neschopnost O-GlcNAcasy štěpit D-galakto-konfiguraci 
substrátů, je doposud nejlepším (poměr vůči ostatním lidským hexosaminidasám 
500 000:1) zveřejěným inhibitorem lysosomálních hexosaminidas[93]. Dalšími 
potenciálními inhibitory glykosidas rodiny 20 jsou Nagstatin (Obr. 6), azocukry
(Obr. 6), iminocukry (LABNAc, Obr. 6) a jejich deriváty[78,94].
Obr. 6 Inhibitory β-N-acetylhexosaminidas[78].
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1.5 Vláknité houby
Vláknité houby jsou houby, jejichž tělo je tvořeno mnohobuněčnými vlákny
tzv. hyfami. Hyfy mohou obsahovat přihrádky (septa), a proto mohou být vlákna 
rozděleny na jednojaderné, dvoujaderné či vícejaderné úseky[95]. Vláknité houby 
nepředstavují zvláštní taxonomickou či fylogenetickou skupinu a jsou rozprostřeny mezi 
několik tříd říše hub: vřeckovýtrusné (Ascomycota), zygomyceta (Zygomecota) a houby 
nedokonalé (Deuteromycota). Mezi vláknité houby patří rody Acremonium, Aspergillus, 
Fusarium, Mucor, Penicillium, Rhizopus a další[96].
1.5.1 Rod Aspergillus
Rod Aspergillus zahrnuje více než 200 druhů aerobních vláknitých hub. Poprvé byly 
představitelé tohoto rodu popsány v roce 1729 italským knězem a biologem Pierem 
Antoniem Michelim. Název je odvozen od slova aspergillum, což je výraz používaný 
pro liturgický nástroj určený ke kropení svěcené vody a který Michelimu kolonie houby 
připomínaly[97]. Přibližně jednu třetinu zástupců tvoří patogenní druhy. Nebezpečí 
pro člověka také představují houbami sekretované mykotoxiny. Nejrozšířenějšími 
mykotoxiny na Zemi jsou aflatoxiny. Název aflatoxin je odvozen od jejich původce 
vláknité houby Aspergillus flavus. Aflatoxiny se typicky vyskytují v semenech 
podzemnice olejné, ale byly nalezeny také v kukuřici, ječmeni, rýži, česneku, hrášku, 
kakau, pepři, těstovinách, rybách, mléce a mnoha dalších potravinách[98,99,100].
Působí imunosupresivně, karcino-, terato- a mutagenně. Akutní expozice způsobuje 
krvácení, otoky jater a koma. Dlouhodobé vystavení vyšším koncentracím vede 
k odumírání jaterních buněk, cirhóze nebo až k rakovině[101,102].
Mezi mykotoxiny produkované vláknitými houbami rodu Aspergillus patří také 
patulin a ochratoxin A. Největšími producenty patulinu, který má mutagenní 
a imunosupresivní účinky, jsou Aspergillus clavatus a Penicillium expansum. Tyto 
plísně napadají hlavně jablka a pomocí nich se patulin dostává do džusů, moštů a jiných 
koncentrátů. Ochranné faktory a konzervační látky džusů patulin stabilizují natolik, že 
ho nezničí ani sterilizace[103,104]. Původcem hepato- a nefrotoxického ochratoxinu A 
je Aspergillus ochraceus. Ochratoxin A inhibuje v mitochondriích proteosyntézu 
a respirační řetězec a jeho metabolity působí cyto- a genotoxicky[105,106].
Vdechnutí plísně Aspergillus fumigatus může vést až k infekčnímu onemocnění 
zvané aspergilóza, které způsobuje respirační problémy a alergické reakce [107].
25
Existují však také druhy, které člověku přináší prospěch. Vláknité plísně mají totiž 
mimořádnou schopnost sekretovat do média velké množství organických kyselin, 
proteinů a jiných metabolitů, které nacházejí uplatnění v různých odvětvích lidského 
života. Aspergillus niger se používá k produkci kyseliny citronové a glukonové[108,109]. 
Asijské kultury některé druhy (Aspergillus sojae) hojně používají v potravinářství, při 
výrobě sojové omáčky, misa či rýžového octa. V současné době je studováno využití 
některých produktů vláknitých hub v medicíně[97].
1.5.2 Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae (Kropidlák rýžový) je plíseň známá jako kōji, kōji-kin, pinyin 
či nurukgyun. Tento druh má nejčastěji bílou, mírně našedlou nebo černou barvu
(Obr. 7). V Japonsku se komerční kmeny používají k přípravě tradičních alkoholických 
nápojů saké, huangjiu a shōchū. Nápoje se liší surovinou, která je ke kvašení použita 
např. saké – rýže, shōchū – brambory[110]. Význam zmíněných nápojů je pro 
japonskou kulturu obrovský a proto plíseň Aspergillus oryzae získala v roce 2006 
označení národní houba. Z hlediska morfologie je tento druh nejvíce podobný 
patogenním druhům A. flavus a A. parasiticus. Tvorba mykotoxinů však byla prokázána 
jen kmenu A. oryzae var. microsporus (IFO 4220, IAM 2561), který je původcem 
maltoryzinu[111,112]. Maltoryzin způsobuje nervosvalovou blokaci až paralýzu a byl 
příčinou otrav dojnic v padesátých letech minulého století. Oproti ostatním druhům má 
A. oryzae také o třetinu větší genom, složen z 8 chromozomů obsahujících přibližně 37 
milionů párů bazí[113]. Ve vědeckých studiích je A. oryzae používán jako produkční 
organismus pro nejrůznější sloučeniny. Jeho výhodou je nízká cena, dlouhá životnost, 
snadné skladování a nenáročné podmínky na pěstování.
1.5.3 Taxonomické zařazení Aspergillus oryzae
Doména: Eucaryota
Říše: Fungi
Kmen: Ascomycota
Třída: Eurotiomycetes
Řád: Eurotiales
Čeleď: Trichocomaceae
Rod: Aspergillus
Druh: Aspergillus oryzae[96]
Obr. 7 Aspergillus oryzae[95].
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1.6 β-N-acetylhexosaminidasa z Aspergillus oryzae
Kromě výše popsaných zajímavých enzymových charakteristik, mají plísňové 
hexosaminidasy též velmi zajímavou molekulární stavbu. Konkrétně hexosaminidasa 
z Aspergillus oryzae je složena z 600 aminokyselin, které tvoří několik domén: signální 
peptid, ,,zincin-like“ doménu, katalytickou doménu a C-terminální část[114].
Po syntéze v cytoplazmě je celý enzym, na základě přítomnosti signálního peptidu, 
transportován do lumen endoplasmatického retikula (dále jen ER). V lumen ER poté 
dochází k odštěpení signálního peptidu, glykosylaci, rozštěpení polypeptidového řetězce
dibázickou proteasou na propeptid a katalytickou podjednotku a vytvoření finální 
trojrozměrné struktury proteinu asociací dvou molekul katalytické podjednotky a dvou 
molekul propeptidu[9]. Propeptid je na molekulu podjednotky vázán nekovalentně 
na rozdíl od lidské HexB, kde je na podjednotku vázán pomocí disulfidových můstků. 
Přítomnost propeptidu je pro aktivitu a stabilitu enzymu nezbytná. Katalytické 
podjednotky neasociované s propeptidem nejsou příliš stabilní, nejsou schopné 
dimerizace a jsou enzymaticky neaktivní. Existuje však i intracelulární hexosaminidasa, 
která je oproti extracelulární monomerem[9].
Katalytická podjednotka má 65 kDa a je na 6 místech glykosylována oligosacharidy 
manosylového typu (Obr. 8). Zatímco katalytická podjednotka je N-glykosylována,
propeptid o molekulové hmotnosti 15 kDa je O-glykosylován. Molekulová hmotnost 
správně sbaleného enzymu, tvořeného dvěma molekulami propeptidu i podjednotky, 
činí tedy 160 kDa[9].
Sekrece hexosaminidasy do extracelulárního prostoru je regulována množstvím 
propeptidu v ER. Vyžaduje-li metabolismus vláknité houby vysokou aktivitu enzymu, je
koncentrace propeptidu v ER take na vysoké hladině. Pokud ovšem organismus 
vyžaduje snížení produkce hexosaminidasy, je propeptid transportován z ER 
do cytozolu a jeho množství v ER klesne na minimum. Produkce hexosaminidasy je 
závislá na momentálním stádiu vývoje buňky, například během růstu je potřeba daleko 
vyšší koncentrace proteinů než ve fázi dělení buňky. Samotná rychlost sekrece enzymu 
koreluje s jeho aktivitou[115].
Na základě známé aminokyselinové sekvence hexosaminidasy z Aspergillus oryzae
a její podobnosti s aminokyselinovými sekvencemi již rozřešených struktur 
hexosaminidas rodiny 20 ze Serratia marcescenc, Streptomyces plicatus
a Homo sapiens byl vytvořen model katalytické podjednotky a dimeru enzymu.
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Shodnost/podobnost aminokyselinových sekvencí vyjádřená v procentech je pro 
S. marcescenc 32/48, pro S. plicatus 27/42 a pro H. sapiens 31/49[116-118].116117118
Aktivní centrum monomeru je tvořeno stejně jako u všech ostatních hexosaminidas 
rodiny 20 TIM barelem. Samotné katalýzy se účastní sedm aminokyselin 
(Arg193, Asp345, Glu346, Tyr445, Asp447, Trp482 a Glu519). Struktura monomeru je 
stabilizována třemi disulfidovými můstky (Obr. 8).
Obr. 8 Úplná sekvence β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae, červevá
barva značí signální peptid, zelená propeptid, šedivá aminokyseliny, jež jsou 
vyštěpeny v ER, žlutá disulfidové můstky, modrá aminokyseliny aktivního centra, 
růžová místa O-glykosylace a fialová místa N-glykosylace[119].
Oproti tomu je dimer katalytických podjednotek stabilizován dvěma vazbami 
iontovými mezi His a Arg jedné podjednotky a Glu a Asp druhé podjednotky, 19 
vazbami hydrofobními a 39 vazbami vodíkovými (Obr. 9). Dimerizace podjednotek 
není irreverizibilní a je čistě závislá na pH[119].
Obr. 9 Homologní model β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae[115].
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2. EXPERIMENTÁLNÍ ÚVOD
2.1 Chemické zesítění
Chemické zesítění známé pod pojmem ,,cross-linking“ je poměrně novou technikou 
používanou ke strukturním studiím. Hlavním cílem je vytvoření kovalentní vazby mezi 
dvěma prostorově blízkými aminokyselinovými zbytky v rámci jednoho nebo dvou 
polypeptidových řetězců. Celý princip strukturních studií je poté založen na schopnosti 
síťovacího činidla svázat jen aminokyselinové zbytky, které jsou od sebe vzdáleny 
o délku raménka zesíťovacího činidla. K síťovacím reakcím, které mohou probíhat 
v jednom či více krocích, se používají bi- a vícefunkční činidla. Činidla se dělí nejen 
podle funkčních skupin aminokyselinových zbytků, na které se váží, ale také na homo-
a heterobifunkční. Produktem zesíťovacích reakcí mohou být v závislosti na koncentraci 
proteinu a činidla, inter- či intramolekulární zesítění, oligomer či precipitát. Pro 
strukturní studie je vhodné použít produkty jen s co nejmenším počtem síťovacího 
činidla (nejlépe jedno nebo dvě). Vzhledem k tomu, že však mohou vznikat i vyšší 
oligomery, je nutno studovaný systém od nich oddělit (elektroforetické separace).
Zesítění lze použít nejen k určení minimální vzdálenosti dvou aminokyselin, ale také 
k protein-proteinovým interakcím, tvorbě imunogenů či k imobilizaci na pevné 
fázi[120]. V našem případě byla jako síťovací činidla použita EDC (Obr. 10) a DSG.
Obr. 10 Reakční schéma zesítění pomocí EDC[119].
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3. Cíle diplomové práce
 Optimalizace produkce β-N-acetylhexosaminidasy z vláknité houby 
Aspergillus oryzae.
 Produkce a purifikace β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae.
 Hlednání optimálních krystalizačních podmínek pro 
β-N-acetylhexosaminidasu.
 Charakterizace interakce propeptidu a katalytické podjednotky pomocí 
kombinace chemického zesítění a hmotnostní spektrometrie nalézt místo 
vazby propeptidu na katalytickou podjednotku.
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4. Experimentální část
4.1 Seznam chemikálií
Acetonitril (LC-MS grade) Merck, Německo
Agar Oxoid, USA
Akrylamid Sigma-Aldrich, USA
APS Sigma-Aldrich, USA
Arginin Sigma-Aldrich, USA
AspN Roche, Německo
Azid sodný Sigma-Aldrich, USA
Bromfenolová modř Sigma-Aldrich, USA
Citronan sodný Lachema, ČR
Coomassie Brilliant Blue G 250 a R 250 Sigma-Aldrich, USA
Činidlo pro stanovení dle Bradfordové Sigma-Aldrich, USA
Dihydrogenfosforečnan amonný Lachema, ČR
Dihydrogenfosforečnan draselný Lachema, ČR
Dihydrogenfosforečnan sodný Lachema, ČR
DSG ThermoScientific,USA
DMSO Fluka, Śvýcarsko
DTT Fluka, Švýcarsko
Dusičnan amonný Lachema, ČR
EDC ThermoScientific, USA
EDTA Sigma-Aldrich, USA
EndoH New England Biolabs,USA
Ethanol Merck, Německo
4-Ethylmorfolin Fluka, Švýcarsko
GlcNAc Sigma-Aldrich, USA
GluC Roche, Německo
Glycerol Sigma-Aldrich, USA
Glycin Fluka, Švýcarsko
Gradientové NuPage gely (4-12%) Invitrogen, USA
HEPES Serva, Německo
Hydrogenfosforečnan sodný dodekahydrát Lachema, ČR
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Hydroxid sodný Lachema, ČR
Chlorid draselný Lachema, ČR
Chlorid sodný Lachema, ČR
IAA Sigma-Aldrich, USA
IPA (LC-MS grade) Merck, Německo
Kvasinkový extrakt Oxoid, USA
Kyselina citronová Lach-Ner, ČR
Kyselina chlorovodíková Lachema, ČR
Kyselina mravenčí (LC-MS grade) Fluka, Švýcarsko
Kyselina octová (LC-MS grade) Fluka, Švýcarsko
Methanol (LC-MS grade) Merck, Německo
NAG-thiazolin Sigma-Aldrich, USA
N,N´- methylen-bis-akrylamid Sigma-Aldrich, USA
Octan amonný Sigma-Aldrich, USA
p-NP-GlcNAc Senn Chemicals, Švýcarsko
PEG 400, 3350, 3400 a 8000 Fluka, Švýcarsko
Piperazin Fluka, Švýcarsko
Pyridin Fluka, Švýcarsko
SDS Sigma-Aldrich, USA
Síran amonný Lach-Ner, ČR
Síran hořečnatý Lachema, ČR
Síran měďnatý Lachema, ČR
Sladový výtažek Sladovit, ČR
Standard pro SDS-PAGE Invitrogen, USA
TCEP Sigma-Aldrich, USA
TEMED Serva, USA
TFA Fluka, Švýcarsko
Triethylamin Jersey Lab supply, USA
Tris-Cl Jersey Lab supply, USA
Trypsin Promega, USA
Tween 80 Sigma-Aldrich, USA
Uhličitan sodný Lachema, ČR
Voda (LC-MS grade) J.T. Baker, USA
Použité chemikálie byly nejvyšší komerčně dostupné čistoty, většinou čistoty  p.a.
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4.2 Seznam přístrojů
Analytické váhy Kern, Německo 
Mettler Toledo, Švýcarsko
Automatické pipety Eppendorf, Německo 
Gilson, Francie
Box s laminárním prouděním Jouan, Francie
Centrifuga J2-2I Beckman, USA
Centrifuga J-6M Beckman, USA
Centrifuga Z 382K Hermle, Německo
Centrifuga stolní, Minispin Eppendorf, Německo
Centrifuga stolní, Spectrafuge 16M Edison, USA
Elektroforetická souprava BioRad, USA 
Invitrogen, USA
Sigma-Aldrich, USA
Hmotnostní spektrometr Apex Ultra Bruker Daltonics, USA
µHPLC systém Agilent 1200 Agilent, USA
HPLC systém Äkta Prime plus GE Healthcare,USA
HPLC systém Biosys 500 Beckman, USA
HPLC systém Biosys 510 Beckman, USA
Chladnička Zanussi, Itálie
Elektrolux, Švédsko
Chromatografické kolony:
fenyl-Sepharosa (2,6 x 10,6 cm)  Amersham Biosciences,Velká Británie
Fractogel (2,5 x 11,6 cm) Merck, Německo
Magic C18AQ (0,02 x 15 cm) Michrom Bioresources, USA
Mono Q (0,5 x 5 cm)  Amersham Biosciences,Velká Británie
SP-Sepharosa (1,6 x 5 cm)  Amersham Biosciences,Velká Británie
Superdex 200 (1 x 30 cm)  Amersham Biosciences,Velká Británie
Vydac C4 (1 x 25 cm) Dionex, USA
Inkubační box s regulací otáček a teploty Sanyo, Japonsko
Koncentrátory Centricon 10 kDa Milipore, USA
Ledovač Ice Flaker Brema Ice Makers, Itálie
Linbro boxy Hampton Research, USA
33
Magnetická míchačka MM 2A Laboratorní přístroje Praha, ČR
Mikrokolona microtrap (0,1 x 0,8 cm) Michrom Bioresources, USA
Mikrostříkačka (500 µl) Hamilton, Švýcarsko
Mikrotitrační destičky Nunc, Dánsko
Optický mikroskop Nikon, Japonsko
pH metr Φ200 Beckman, USA
pH metr Orion 2D star ThermoScientific, USA
Předvážky HF1200G AND, USA
Sonikační lázeň Bandellin, Německo
Souprava pro filtraci za sníženého tlaku Sigma, USA
Spektrometr Safire2 Tecan, Rakousko
Spektrometr Shimadzu, Japonsko
Sterilní filtr (PES membrána; 0,22 µm) Milipore, USA
Termostat WTB binder, Německo
Termostat stolní Grant, Velká Británie
Třepačka Gallenkamp Ltd., Velká Británie
Vakuová odparka Speedvac Jouan, Francie
Vakuová odparka Savant SPD 121P Thermo Fisher, USA
Vařič ETA, ČR
Vialky se septem Agilent, USA
Vodní lázeň Memert, Německo
Vortex  VELP Scientifica,Itálie 
Zdroj deionizované vody MiliQ Milipore, USA
Zdroj napětí EPS 500/400 Pharmacia, USA
Zdroj napětí PowerPac BioRad, USA
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4.3 Seznam roztoků
Roztok sporulačního agaru (1 l)
125 g glycerolu; 45 g sladového výtažku; 15 g NaCl; 0,44 g NH4NO3; 0,06 g MgSO4;
0,02 g CuSO4 a 25 g agaru. pH 5.5
Minerální médium (1 l)
5 g NH4H2PO4; 3 g KH2PO4; 15 g NaCl; 2 g (NH4)2SO4; 0,5 g kvasinkového extraktu; 
0,5 g MgSO4 a 5 g GlcNAc. pH 6.0
Separační 10% polyakrylamidový gel (5 ml)
1,9 ml vody; 1,7 ml 30% akrylamidové směsi (1 g bisakrylamidu a 29 g akrylamidu 
v 100 ml vody); 1,3 ml 1,5 mol/l Tris-Cl pH 8,8; 50 µl 10% SDS; 50 µl 10% APS; 2 µl 
TEMED
Separační 15% polyakrylamidový gel (5 ml)
1,1 ml vody; 2,5 ml 30% akrylamidové směsi(1 g bisakrylamidu a 29 g akrylamidu 
v 100 ml vody); 1,3 ml 1,5 mol/l Tris-Cl pH 8,8; 50 µl 10% SDS; 50 µl 10% APS a 2 µl 
TEMED
Zaostřovací gel (2 ml)
1,4 ml vody; 0,33 ml 30% akrylamidové směsi (1 g bisakrylamidu a 29 g akrylamidu ve 
100 ml vody); 0,25 ml 1,0 mol/l Tris-Cl pH 6,8; 20 µl 10% SDS; 20 µl 10% APS a 2 µl 
TEMED
Vzorkový pufr (10 ml)
0,06 g Tris-Cl; 0,154 g DTT; 1 g glycerolu; 0,2 g SDS; 0,01 g bromfenolové modři; 
pH 6,8
Elektrodový pufr (1 l)
18,8 g glycinu; 3 g Tris-Cl; 1 g SDS; pH 8,3
Elekrodový MES SDS pufr (1 l)
9,8 g MES; 6,0 g Tris-Cl; 0,4 g EDTA; 1 g SDS; pH 7,5
Barvící roztok (100 ml)
0,25 g Coomasie Brilliant blue R250; 45 ml methanolu; 45 ml vody a 10 ml kys. octové
Odbarvovací roztok (100 ml)
35 ml ethanolu; 55 ml vody a 10 ml kyseliny octové
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4.4 Kultivace
4.4.1 Materiál
Pro produkci hexosaminidasy byly použity šikmé sporulační agary s vláknitou 
houbou Aspergillus oryzae CCF 1066. Šikmé agary byly poskytnuty Laboratoří 
architektury proteinů Mikrobiologického ústavu akademie věd České republiky, v.v.i.
a pocházejí ze sbírek hub Přírodovědecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze.
4.4.2 Příprava šikmých agarů
Pro přípravu šikmých agarů byl použit sterilní roztok sporulačního agaru. Teplým
roztokem agaru byly z jedné třetiny naplněny zkumavky, které byly rovněž 
vysterilizovány. Celý proces nalévání agarů byl proveden v boxu s laminárním 
prouděním a za dodržení podmínek aseptické práce. Po naplnění roztokem agaru byly 
zkumavky vloženy do stojánku, který zajišťoval potřebný úhel. Tuhnutí probíhalo 
za laboratorní teploty a tuhé agary byly skladovány v lednici při 5 °C. Pro očkování
kultivačních médií nebyly použity agary s vláknitou houbou starší než jeden měsíc.
4.4.3 Příprava kultivačních médií
Všechna připravovaná média byla obdobou minerálního média, které literatura uvádí 
jako optimální pro růst vláknité houby Aspergillus oryzae CCF 1066. Pokud bylo třeba 
ovlivňovat u médií pH, byl použit zředěný roztok NaOH, popřípadě HCl. GlcNAc
a MgSO4 byly k médiu přidávány ve formě roztoků až po sterilizaci v boxu 
s laminárním prouděním. Sterilita roztoků byla zajištěna, byly přidány filtrací přes 
sterilní filtr (0,22 µm), který brání prostupu bakterií.
4.4.4 Zaočkování a kultivace Aspergillus oryzae na šikmých agarech
Očkování probíhalo v boxu s laminárním prouděním. Zkumavky se šikmými agary 
se nejdříve nechaly vytemperovat na laboratorní teplotu. Poté se očkovací kličkou 
(vysterilizovanou nad plamenem) na šikmé agary nanesly spóry Aspergillus oryzae. 
Nanášení bylo provedeno kruhovitým pohybem na povrchu sporulačního agaru, aby 
byla zaočkována maximální plocha. Samotná kultivace probíhala v místnosti 
temperované na 28 °C přibližně 3-4 dny. Agary s narostlou kulturou byly uskladněny
při teplotě 5 °C.
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4.4.5 Očkování kapalných médií
Očkování probíhalo sterilně v boxu s laminárním prouděním. K jednomu šikmému 
agaru s narostlou kulturou bylo pipetováno 4,5 ml sterilního 0,1% roztoku Tweenu 80, 
přičemž na 2 litry média byly potřeba 3 šikmé agary. Veškeré roztoky se v laminárním 
boxu pipetovali skleněnými pipetami s pomocí automatického nástavce. Opálenou 
a vychladlou kličkou byly poté spóry Aspergilla seškrábány z agarů do roztoku Tweenu
80. Do každého z připravených médií byl následně pipetou přidán potřebný objem 
roztoku Tweenu 80, který již obsahoval požadovaný kmen. Na 150 ml méda bylo přidáno
0,5 ml roztoku Tweenu 80 s plísní. Objemy médií se lišily podle velikosti použité baňky.
4.4.6 Kultivace médií a odběr vzorků 
Kultivace médií probíhala při 28 °C za stálého třepání 200 otáček/min. Ve vybrané 
dny byly sterilně odebrány cca 2 ml média. Odebraný roztok byl filtrován přes skládaný 
filtrační papír do zkumavek. U takto odebíraných vzorků byla měřena proteinová 
koncentrace a katalytická aktivita enzymu.
4.4.7 Srážení síranem amonným 
Po skončení kultivace byla média za sníženého tlaku dvakrát zfiltrována přes 
standardní filtrační papír pomocí Büchnerovy nálevky. Po filtraci byl z roztoku odebrán 
vzorek pro stanovení koncentrace proteinů a aktivity hexosaminidasy v médiu. Srážení 
síranem amonným probíhalo do 80% nasycení (na 1 litr média je potřeba 561,6 g síranu
amonného). Síran amonný byl do roztoku přidáván po lžičkách za stálého míchání
a chlazení v ledové tříšti. Výsledný roztok byl přes noc uchován v lednici při teplotě 4 °C.
4.4.8 Centrifugace vysrážených roztoků 
Roztok s vysráženými proteiny byl přelit do 250 ml kyvet a centrifugován 25 minut 
při 22 000 g a 10 °C. Peleta byla převedena do menších kyvet a supernatant byl 
centrifugován za stejných podmínek ještě jednou. Po druhé centrifugaci byl supernatant 
odstraněn a peleta opět převedena do menších kyvet. Kyvety s peletou byly 
centrifugovány 20 minut při 35 000 g a 10 °C. Supernatant byl odebrán a peleta byla
převedena do 1,5 ml mikrozkumavek. Zkumavky byly centrifugovány 10 minut 
na 14 000 g a 10 °C. Supernatant byl odebrán a zbylá peleta byla převrstvena 0,5 ml 
nasyceného roztoku síranu amonného. U všech takto vytvořených precipitátů byla 
stanovena katalytická aktivita hexosaminidasy.
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4.5 Purifikace 
Hexosaminidasa byla purifikována dvěma různými způsoby. Buď bylo kultivační 
médium vysráženo pomocí síranu amonného a vzniklé precipitáty byly purifikovány 
sadou čtyř chromatografií (Fenyl-Sepharosa, SP-Sepharosa, MonoQ, Superdex 200) 
nebo bylo médium rovnou naneseno na kolonu Fractogel 200. Pokud bylo médium 
naneseno na kolonu Fractogel 200, následovala ještě separace pomocí gelové filtrace 
(Superdex 200). Výhodou prvně zmíněného postupu je vyšší čistota enzymu, velká 
trvanlivost (několik let) vzniklých precipitátů a fakt, že precipitace není na rozdíl 
od kolony omezena množstvím naneseného proteinu. Oproti tomu výhodami druhého 
postupu jsou až o 50% vyšší výtěžek enzymu, nižší cena a kratší doba purifikace.
4.5.1 Hydrofobní chromatografie na sloupci Fenyl-Sepharosy
Separace na sloupci Fenyl-Sepharosy využívá princip hydrofobní chromatografie. 
Proteiny se na počátku chromatografie váží při vysoké iontové síle mobilní fáze 
na hydrofobní skupiny stacionární fáze. Zatímco neproteinové kontaminanty se 
na kolonu neváží a jsou vymyty během nanášení vzorku. K eluci proteinů dochází 
sestupným gradientem síranu amonného, tedy snižováním iontové síly mobilní fáze.
Precipitáty kultivačních médií byly rozpuštěny v 50 ml pufru A (50 mmol/l NaH2PO4
pH 6,8; 1 mol/l (NH4)2SO4, 1 mmol/l NaN3) a centrifugovány 30 minut při 60 000 g. 
Supernatant byl přefiltrován a nanesen na kolonu, která byla předem promyta pufrem B 
(20 mmol/l NaH2PO4, pH 6,8; 1 mmol/l NaN3) a ekvilibrována pufrem A. Rychlost 
nanášení vzorku i průtok mobilní fáze byly 4 ml/min. Poté co byl signál detektoru 
ustálen, byly kolonou zachycené proteiny vymyty lineárním gradientem pufru B od 0 do 
100 % za 60 min. Obsah proteinů byl sledován měřením absorbance při vlnové délce 
280 nm. Během separace byly do 8 ml Pyrex zkumavek jímány frakce, které byly 
podrobeny testu na aktivitu hexosaminidasy. Nejvíce aktivní frakce byly použity 
k separaci na sloupci SP-Sepharosy.
4.5.2 Separace na sloupci SP-Sepharosy 
Separace na sloupci SP-Sepharosy využívá princip ionexové chromatografie (Katex). 
Stacionární fázi je v tomto případě nosič se záporně nabitými funkčními skupinami. 
Kladně nabité proteiny se na stacionární fázi váží pomocí iontových vazeb. Síla těchto 
interakcí je závislá na pH a iontové síle mobilní fáze. Se zvyšující se iontovou silou 
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dochází k oslabování iontových vazeb mezi stacionární fází a proteinem až dojde 
k jejich úplnému zániku a eluci analytu z kolony. Velikost iontové síly potřebné k eluci 
proteinu je pro každý protein jiná a charakteristická.
Vybrané frakce, získané separací na koloně Fenyl-Sepharosy, byly zahuštěny pomocí 
membránových filtrů Centricon 10 na 2 ml. Tento koncentrát byl zředěn pufrem A 
(20 mmol/l citrát sodný, pH 3,5; 1 mmol/l NaN3) na 15 ml a stejným způsobem znova 
zauštěn na 2 ml. Tento roztok byl opět naředěn pufrem A, ale tentokrát na objem 30 ml. 
Takto vzniklý roztok byl nanesen na kolonu, která byla předem promyta pufrem B 
(20 mmol/l citrát sodný, pH 3,5; 1 mol/l NaCl, 1 mmol/l NaN3) a ekvilibrována 
pufrem A. Rychlost nanášení vzorku i průtok mobilní fáze byly 3 ml/min. Kolonou
zachycené proteiny byly vymyty lineárním gradientem pufru B od 0 do 70 % za 60 min. 
Obsah proteinů byl sledován měřením absorbance při vlnové délce 280 nm. Během 
separace byly do 8 ml Pyrex zkumavek jímány frakce, které byly podrobeny testu na 
aktivitu  hexosaminidasy. Aktivní frakce byly použity k separaci na koloně MonoQ.
4.5.3 Separace na koloně MonoQ
Separace na koloně MonoQ využívá také princip ionexové chromatografie (Anex). 
Stacionární fáze je v tomto případě kladně nabitá, zatímco proteiny jsou nabité záporně. 
Dochází ke vzniku iontových vazeb, jejichž síla je pro daný protein charakteristická. 
K eluci proteinů dochází rostoucím gradientem solí.
Vybrané frakce, získané separací na koloně SP-Sepharosy, byly zahuštěny pomocí 
membránových filtrů Centricon 10 na 1 ml. Tento koncentrát byl zředěn pufrem A 
(20 mmol/l piperazin, pH 7,0; 1 mmol/l NaN3) na 15 ml a stejným způsobem znova 
zahuštěn na 1 ml. Tento roztok byl opět naředěn pufrem A, ale tentokrát 
na objem 30 ml. Takto vzniklý roztok byl nanesen na kolonu, která byla předem 
promyta pufrem B (20 mmol/l  piperazin, pH 7,0; 0,3 mol/l NaCl, 1 mmol/l NaN3) 
a ekvilibrována pufrem A. Rychlost nanášení vzorku i průtok mobilní fáze byly 
1 ml/min. Kolonou zachycené proteiny byly vymyty lineárním gradientem pufru B 
od 0 do 60 % za 60 min. Obsah proteinů byl sledován měřením absorbance při vlnové 
délce 280 nm. Během separace byly do 1,5 ml mikrozkumavek jímány frakce, které byly 
podrobeny testu na aktivitu hexosaminidasy. Nejvíce aktivní frakce byly použity 
k dělení na koloně Superdex 200.
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4.5.4 Separace na koloně Fractogel
Pokud nebylo médium po ukončení kultivace vysoleno, bylo zředěno citrát-
fosfátovým pufrem (50 mmol/l kyselina citronová, 50 mmol/l NaH2PO4·12H2O; pH 5,0)
v poměru 2:1. Takto připravený roztok byl nanesen na kolonu Fractogel, která pracuje 
na principu iontové chromatografie (katex). Princip této separační metody je vysvětlen 
v kapitole 4.4.2. Kolona byla předem promyta pufrem B (1 mol/l NaCl, 50 mmol/l 
kyselina citronová, 50 mmol/l NaH2PO4·12H2O, pH 5,0; 1 mmol/l NaN3) a ekvilibrována 
pufrem A (50 mmol/l kyselina citronová, 50 mmol/l NaH2PO4·12H2O, pH 5,0; 1 mmol/l 
NaN3). Rychlost nanášení vzorku byla 4 ml/min zatímco průtok mobilní fázebyl jen
1 ml/min. Kolonou zachycené proteiny byly vymyty lineárním gradientem pufru B od 0 
do 100 % za 100 min. Obsah proteinů byl sledován měřením absorbance při vlnové 
délce 280 nm. Během separace byly do plastových zkumavek jímány 5ml frakce, které 
byly podrobeny testu na aktivitu hexosaminidasy. Nejvíce aktivní frakce byly použity 
k separaci pomocí gelové filtrace.
4.5.5 Gelová filtrace na sloupci Superdex200
Gelová filtrace nebo také gelová permeační chromatografie dělí molekuly podle 
jejich velikosti. Stacionární fází je nosič, který má přesně definovanou velikost pórů. 
Zatímco malé molekuly vstupují do těchto póru a jsou retardovány, velké molekuly se 
do pórů nevejdou, a proto putují s mobilní fází.
Vybrané frakce, získané separací na Mono Q koloně nebo na koloně Fractogel, byly 
zahuštěny pomocí membránových filtrů Centricon 10 na 300-500 µl. Tento koncentrát 
byl nanesen na kolonu, která byla předem ekvilibrována pufrem (50 mmol/l pyridin
pH 5,5; 150 mmol/l NaCl). Rychlost nanášení vzorku i průtok mobilní fáze byly 
0,5 ml/min. Obsah proteinů byl sledován měřením absorbance při vlnové délce 280 nm. 
Během separace byly do 1,5 ml mikrozkumavek jímány frakce, které byly podrobeny 
testu na aktivitu hexosaminidasu. U frakcí, které obsahovaly hexosaminidasu, byla 
stanovena koncentrace proteinů a jejich čistota byla ověřena SDS-PAGE.
4.5.6 Separace propeptidu a katalytické podjednotky enzymu
K oddělení propeptidu od katalytické podjednotky byla použita chromatografie 
na obrácené fázi. Rozdílem oproti klasické chromatografii je, že mobilní fáze je polární 
a stacionární fáze je nepolární. Roztoky mobilní fáze měly toto složení: roztok A 
(0,1% kyselina trifluoroctová ve vodě) a roztok B (0,07% kyselina trifluoroctová 
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v 95% acetonitrilu). Rychlost mobilní fáze byla nastavena na 1 ml/min. Kolona 
Vydac-C4, která byla k tomuto dělení použita, byla promyta roztokem B a ekvilibrována 
roztokem A. Vzorkem dávkovaným na kolonu byl 1 ml roztoku hexosaminidasy, který 
byl získán zahuštěním vybraných frakcí po separaci pomocí gelové filtrace. Aby vzorek 
neměl neutrální pH, byl okyselen roztokem A na pH 2,5. Průběh elučního gradientu je 
vyobrazen v Tab. 1. Obsah proteinů byl sledován měřením absorbance při vlnové délce 
280 nm. Frakce propeptidu a katalytické podjednotky byly jímány do mikrozkumavek. 
Tab. 1 Gradientový program vypracovaný pro separaci propeptidu a katalytické 
podjednotky na koloně s obrácenou fází
časový úsek separace obsah roztoku B v mobilní fázi
0-5 min 0 %
5-50 min 0 → 70 %
50-51 min 70 → 100 %
51-55 min 100 %
55-60 min 100 → 0 %
4.6 Elektroforetické separace
Jako metoda k ověření čistoty hexosaminidasy byla použita SDS-PAGE, 
elektroforesa v polyakrylamidovém gelu prováděná v přítomnosti dodecyl síranu 
sodného (dále jen SDS). Molekuly proteinů jsou separovány na základě odlišné
pohyblivosti ve stejnosměrném elektrickém poli. Pohyblivost látek v gelu je v tomto 
případě funkcí velikosti polypeptidového řetězce, neboť náboj samotných molekul je 
odstíněn pomocí SDS. Molekulové hmotnosti vzorků se poté určí pomocí standardů, 
které jsou na gely také naneseny. Nejdříve byly vytvořeny dva různé polyakrylamidové 
gely 10 a 15% o velikosti 5x7 cm a tloušťce 0,75 mm. Po polymeraci byly gely 
převrstveny gelem zaostřovacím, do kterého byl pro vytvoření potřebného počtu jamek 
vložen hřebínek. Do vzniklých jamek byly pipetovány vzorky a standardy. Do prostoru 
mezi gely byl nalit elektrodový pufr. Objem vzorků a standardních proteinů o známé 
molekulové hmotnosti nanesených na gel činil 5-10 µl. Před nanesením byly vzorky 
smíchány se vzorkovacím pufrem v poměru 1:1 a 5 minut povařeny. Počáteční napětí
byl nastaven na 80 V. Po zaputování vzorků bylo napětí zvýšeno na 120 V. Gely byly 
15 minut barveny barvícím roztokem a poté několik hodin odbarvovány pomocí 
odbarvovacího roztoku. 
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4.7 Charakterizace enzymu
4.7.1 Stanovení katalytické aktivity  β-N-acetylhexosaminidasy ve vzorcích 
médii a precipitátech
Spektrofotometrické stanovení enzymové aktivity je založené na reakci 
hexosaminidasy s p-NP-GlcNAc za vzniku p-nitrofenolu (vis kapitola 1.4.4.). K 30 µl 
vzorku bylo přidáno 10 µl citrát-fosfátového pufru (50 mmol/l kyselina citronová, 
50 mmol/l Na2HPO4·12H2O; pH 5,0) a 10 µl substrátu (p-NP-GlcNAc) o koncentraci 
10 mmol/l. Jako slepý vzorek byl použit roztok vzniklý smícháním 40 µl pufru a 10 µl 
substrátu. Roztoky se nechají 10 minut inkubovat při 600 otáč./min a 35 °C. Po 
10 minutách byla reakce zastavena přídavkem 1 ml Na2CO3 o koncentraci 0,1 mol/l. 
Absorbance výsledného roztoku byla měřena při 420 nm. Stanovení aktivity je většinou 
počítáno jako tzv. koncentrace katalytické aktivity, tj. katalytická aktivita enzymu 
vztažená na jednotku objemu kapaliny. Udává se v U/ml a lze ji vypočítat jako:
VZ
RS
OBJ
Vt
VkA
A


.
kde:
AOBJ. - koncentrace katalytické aktivity [U·ml
-1]
A - naměřená absorbance vzorku
t -čas [min]
VRS - objem reakční směsi [ml]
VVZ - objem vzorku [ml]
k - experimentálně stanovená konstanta vyjadřující vztah absorbance vzorku 
a koncentrace vznikajícího p-nitrofenolu [mol·ml-1]
4.7.2 Stanovení katalytické aktivity  β-N-acetylhexosaminidasy ve vzorcích 
po chemickém zesítění
K tomuto stanovení byly použity vzorky hexosaminidasy síťované s 50 a 100 
násobným molárním nadbytkem EDC a kontrola, ke které nebylo přidáno žádné 
síťovací činidlo. Jako pufr byl použit roztok vzniklý smícháním 0,1 mol/l octanu 
sodného s 1 mol/l HCl o různých pH (1,5; 2,0; 2,2; 2,5; 2,7; 3,0; 3,5; 4,0 a 4,5),jinak byl 
postup obdobný jako v kapitole 4.6.1.
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4.7.3 Stanovení aktivity  β-N-acetylhexosaminidasy v zachycených 
frakcích po chromatografické separaci
Stanovení sloužilo jen jako důkaz přítomnosti hexosaminidasy ve vzorcích
a bylo provedeno v mikrotitrační destičce. Do každé jamky bylo pipetováno 45 µl 
p-NP-GlcNAc o koncentraci 5 mmol/l v 50 mmol/l citrátu sodném o pH 5,0 a 5 µl 
vzorku z příslušné frakce. Reakce probíhající při laboratorní teplotě byla po 10 minutách 
zastavena přídavkem 150 µl 1 mol/l Na2CO3. Jamky, ve kterých byly přítomny frakce 
obsahující hexosaminidasu, zežloutly, toto zabarvení je založené na spektrálních 
vlastnostech uvolněnéh p-nitrofenolu v alkalickém prostředí. Čím vyšší byla intenzita 
žlutého zabarvení, tím vyšší byla také aktivita hexosaminidasy ve frakci. U každého 
testu byla přítomna negativní i pozitivní kontrola. Jako pozitivní kontrola bylo použito 
5 µl vzorku, který byl nanášen na separační kolonu. Jako negativní kontrola bylo 
použito 5 µl pufru A z jednotlivých separací. Tento test byl použit také jako kontrola 
kvality membránových filtrů Centricon 10. V tomto případě bylo jako vzorek použito 
5 µl roztoku, který prošel přes filtr, jako pozitivní kontrola 5 µl roztoku nad filtrem 
a jako negativní kontrola 5 µl pufru, ve kterém se vzorek momentálně nacházel.
4.7.4 Stanovení koncentrace proteinů 
Stanovení koncentrace proteinů bylo provedeno metodou podle Bradfordové. 
Principem této metody je vazba barviva Coomassie Brilliant blue G250, které je součástí 
činidla, na bazické a aromatické aminokyseliny proteinu. Po vazbě barviva na proteiny 
dochází k posunu absorpčního maxima barviva. Do všech použitých jamek mikrotitrační 
destičky bylo pipetováno 200 µl činidla Bradfordové a 5 µl roztoku vzorku nebo 5 µl 
standardu BSA o přesné koncentraci. Destička byla po 10 minutách stání za laboratorní 
teploty proměřena při vlnové délce 595 nm. Koncentrace proteinů ve vzorku byla 
vypočítaná z kalibrační křivky vytvořené pro standardní roztoky BSA o koncentraci 
0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 mg/ml. Aby ve stanovení nedošlo k chybě, byla všechna měření 
provedena dvakrát a pro výpočty byly použity průměry naměřených hodnot. Pokud 
hodnota absorbance vzorku ležela mimo oblast kalibrační křivky, byl roztok vzorku 
naředěn pomocí pufru, v kterém byla provedena poslední separace, a stanovení bylo 
zopakováno.
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4.8 Chemické zesítění
Jako metoda k určení místa vazby propeptidu a katalytické podjednotky bylo použito 
chemické zesítění. Tato metoda využívá hetero- či homobifunkční činidla k vazbě dvou 
aminokyselin v polypeptidovém řetězci. Ovšem každé síťovací činidlo dokáže svázat 
jen aminokyselinové zbytky v určitém rozmezí vzdáleností. Získáváme tak informaci 
jak jsou tyto aminokyseliny od sebe vzdáleny. Podrobně je tato metoda rozebrána 
v kapitole 2.1. Pro naše experimenty byly použity dvě síťovací činidla EDC a DSG. 
Zatímco EDC je heterobifunkční činidlo, které reaguje s aminoskupinou lysinu 
a karboxylovou skupinou glutamátu či aspartátu, DSG spojuje pouze aminoskupiny 
lysinů. EDC je tzv. zero-lenght činidlo z čehož vyplývá, že zesítěné aminokyseliny musí 
být v bezprostřední vzálenosti od sebe (0,7 nm). Oproti tomu DSG obsahuje ve svém 
řetězci 0,74 nm dlouhé raménko a umožňuje zesítění aminokyselin do vzdálenosti 
až 1,6 nm. 
4.8.1 Síťování β-N-acetylhexosaminidasy
K zesíťovacím experimentům byl použit purifikovaný enzym, u něhož byla 
stanovena koncentrace, aktivita a čistota SDS elektorforesou. Koncentrace enzymu 
i nadbytek zesíťovacího činidla byly optimalizovány. Jako nejlepší se ukázaly být 
koncentrace enzymu 0,5 mg/ml, 100 násobný nadbytek EDC a 50 násobný nadbytek pro 
DSG. Na jednu reakci bylo použito 15 µg hexosaminidasy. Pro reakci hexosaminidasy 
s DSG byl enzym převeden gelovou filtrací do 50 mmol/l triethylamin karbonátového 
pufru o pH 7,5. K napipetovanému množství hexosaminidasy bylo přidáno vypočtené 
množství roztoku zesíťovacího činidla o koncentraci 2 mg/ml, který vznikl rozpuštěním 
na laboratorní teplotu temperovaného síťovacího činidla ve vodě (pro EDC) či DMSO
(pro DSG). Vzorky byly ponechány 3 hodiny (DSG), a 5 hodin (EDC) za laboratorní 
teploty. Pokud nebyly vzorky ihned zpracovány, byly uskladněny při 4 °C.
4.8.2 Elekroforetická separace a štěpení enzymu
Produktů chemického zesítění hexosaminidasy je několik (vzhledem k tomu, že 
dochází k zesítění nejen pro nás důležitého komplexu propeptid-katalytická 
podjednotka, ale i mnoha dalších jako 1 kat. podj. + 2 prop. či 2 kat.podj. + 2 prop. aj.) a 
proto bylo nutné jednotlivé produkty od sebe elektroforeticky oddělit.
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Vzorky s již zesíťovaným enzymem byly smíchány v poměru 4:1 se vzorkovým LDS 
pufrem s 100 mmol/l DTT. Poté byly vzorky minutu v termostatu při 90 °C, 
centrifugovány a naneseny na gradientový (4-12%) polyakrylamidový gel (velikost 
7x8 cm a tloušťka 0,1 cm). Jako elektrodový pufr byl použit komerční MES SDS pufr. 
Napětí bylo nastaveno na 200 V. Pro barvení a odbarvování byl použit stejný postup 
jako v kapitole 4.5. Zóna představující v gelu zesíťovaný komplex propeptid-katalytická 
podjednotka a zóna představující katalytickou podjednotku (kontrola) byly pomocí 
skalpelu vyřezány a rozkrájeny na malé čtverečky, které byly převedeny do 
mikrozkumavek. K rozkrájenému gelu bylo přidáno 100 µl čerstvě připraveného 
ethylmorfolinového pufru o pH 8,4 a 100 µl acetonitrilu (dále jen AcN). Roztok byl 
zamíchán pomocí vortexu a sonikován do odbarvení gelu (cca 1 hodina). Poté co byl gel 
odbarven, byly vzorky centrifugovány 10 sekund na 9000 g (dále jen centrifugovány), 
roztok nad gelem byl odebrán a ke gelu bylo přidáno 150 µl AcN. Následně byly vzorky 
5 minut sonikovány, centrifugovány a roztok nad gelem byl odebrán. Pokud nebyly 
vzorky ihned použity k dalšímu postupu, byly pomocí vakuové odparky sesušeny a 
zamrazeny.
4.8.3 Redukce a alkylace disulfidových můstků
U odbarvených vzorků byly redukovány disulfidové můstky pomocí roztoku TCEP. 
Aby nedošlo k znovuvytvoření můstků, byly redukované cysteinové zbytky alkylovány
iodacetamidem. Ke každému vzorku bylo přidáno 100 µl roztoku TCEP o koncentraci
100 mmol/l, který vznikl naředěním zásobního 1 mol/l roztoku TCEP 100 mmol/l 
ethylmorfolinovým pufrem o pH 8,4. Vzorky byly ponechány v termostatu 5 minut
při 90 °C. Po 5 minutách byl roztok odebrán. Ke vzorkům bylo přidáno 100 µl AcN, 
zamícháno pomocí vortexu a znovu odebráno. Pak bylo ke vzorkům přidáno 70 µl 
50 mmol/l iodacetamidu, který byl čerstvě připraven rozpuštěním iodacetamidu 
v 100 mmol/l ethylmorfolinovém pufru o pH 8,4. Vzorky byly ponechány 20 minut ve 
tmě. Po 20 minutách byl roztok odebrán a byla provedena extrakce vzorku pomocí vody 
a AcN. Střídavě bylo ke vzorkům přidáváno 150 µl vody nebo AcN, následně byly
vzorky zamíchány na vortexu, 5 minut sonikovány, centrifugovány, a přebytečný roztok 
byl odebrán. Tento postup byl proveden dvakrát s vodou, dvakrát acetonitrilem a na 
závěr roztokem vody a AcN 1:1. Po odebrání posledního roztoku byly vzorky sesušeny.
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4.8.4 Deglykosylace enzymu 
Z důvodu snížení komplexity analyzované směsi a zjednodušení interpretace spekter 
byl enzym deglykosylován. K deglykosylaci byla použita endoglykosidasa H, která 
štěpí vazbu mezi β-1,4 vázanými GlcNAc u N-vázaných vysoce manosylovaných 
oligosacharidů. O-glykosylaci propeptidu tímto způsobem odstranit nelze. 
K sesušeným vzorkům bylo přidáno 40 µl 0,18 mg/ml roztoku EndoH, který vznikl
naředěním zásobního roztoku o koncentraci 7,2 mg/ml EndoH Neb pufrem
(0,05 mmol/l citrát sodný pH 5,5). Vzorky byly ponechány přes noc při 37 °C. 
Následně byly vzorky centrifugovány a roztok z mikrozkumavek odebrán. 
Do mikrozukmavek bylo poté přidáno 200 µl AcN, vzorky byly zamíchány pomocí
vortexu, 5 minut sonikovány, centrifugovány a roztok byl odebrán. Stejný proces byl 
proveden s 200 µl vody a poté ještě s 300 µl AcN. Pak byly vzorky sesušeny.
4.8.5 Štěpení enzymu proteasami 
K odhalení síťovacím činidlem spojených aminokyselin je nutné protein postěpit na 
kratší peptidy, které zjednodušší interpretaci dat. Pro stěpení byly použity tři různé 
proteasy (trypsin, GluC a AspN). Trypsin štěpí polypeptidový řetězec za Lys
a Arg, GluC hlavně za Glu a také Asp a AspN výlučně před Asp.
K suchým gelům bylo přidáno vždy takové množství roztoku proteasy, aby byly 
kostičky gelu ponořeny, ale aby v roztoku neplavaly. 5 µg/ml roztok trypsinu vznikl 
ředěním 0,2 mg/ml zásobního roztoku 50 mmol/l ethylmorfolinovým pufrem 
o pH 8,45 s 10% přídavkem acetonitrilu. Roztok GluC o koncentraci 10 µg/ml vznikl
ředěním 1 mg/ml zásobního roztoku 50 mmol/l octanem amonným o pH 4,0 s 10% 
acetonitrilem. Roztok AspN o koncentraci 10 µg/ml vznikl ředěním 0,4 mg/ml roztoku
50 mmol/l ethylmorfolinovým pufrem o pH 8,4 s 10% přídavkem acetonitrilu. Vzorky 
s trypsinem a AspN byly nechány přes noc ve vodní lázni při 40 °C. Vzorky z GluC 
byly ponechány přes noc za laboratorní teploty. Po štěpení byly všechny vzorky 
centrifugovány a veškeré roztoky přeneseny do nových mikrozkumavek. Ke gelu bylo 
přidáno 30 µl vody a AcN v poměru 1:1, vzorky byly míchány pomocí vortexu, 5 minut 
sonikovány, centrifugovány a roztok byl přenesen do nových mikrozkumavek 
s roztokem enzymu po štěpení. Celý postup se opakoval ještě s 30 µl 0,1% TFA a 30 µl
roztoku 60% AcN s 0,1% TFA. Nakonec byl gel sesušen a zamrazen. Pokud nebyly 
vzorky ihned použity k dalšímu postupu, byly sesušeny na 5 µl a zamrazeny.
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4.8.6 Odsolení a zakoncentrování peptidů
Pro samotnou LC/MS analýzu je důležité, aby byly vzorky dostatečně koncentrované 
a neobsahovaly kontaminanty, které by mohly detekci rušit. K odsolení 
a zakoncentrování proteinu byla použita mikrokolonka microtrap, jež obsahuje porézní 
částice nepolárního polymeru. Celý postup je založen na principu chromatografie 
na obrácené fázi. K vzorkům bylo přidáno 5 µl roztoku 80% AcN a 0,1% TFA. Vzorky 
byly tři minuty sonikovány, centrifugovány a poté k nim bylo přidáno 240 µl roztoku 
0,1% TFA. Opět byly vzorky tři minuty sonikovány a centrifugovány. Takto připravený 
roztok byl pomocí 500 µl stříkačky nanesen na předem 50% roztokem acetonitrilu, 80% 
roztokem acetonitrilu s 0,1% TFA a třikrát 0,1% roztokem TFA promytou kolonu. 
Po nanesení byla kolona třikrát promyta roztokem 0,1% TFA, čímž došlo k odsolení 
vzorku. Pro uvolnění peptidů byla kolona promyta 50 µl 80% acetonitrilu s 1% TFA 
a 50 µl 80% acetonitrilu s 0,1% TFA. Eluát byl jímán do nových mikrozkumavek. Celý 
postup byl opakován pro všechny vzorky. Vzorky byly zakoncentrovány asi na 3 µl 
a zamrazeny. Před analýzou hmotnostní spektrometrií byly k vzorkům přidány 2 µl 80% 
roztoku AcN s 1% TFA a 25 µl 0,1% TFA. Nakonec byly vzorkami naplněny speciální 
vialky se septem. 
4.8.7 LC-MS analýza 
Vlastní LC-MS analýza vzorků byla provedena mým školitelem RNDr. Petrem 
Novákem, Ph.D. Peptidy byly odděleny na koloně Magic C18 pomocí kapalinové 
chromatografie na obrácené fázi (µHPLC systém Agilent 1200). Roztoky mobilní fáze 
měly toto složení: roztok A (0,2% FA; 2% IPA; 2% AcN v H2O) a roztok B (0,16% FA;
10% IPA; 5% H2O v AcN). Nástřik vzoku činil 4µl. Kolonou zachycené peptidy byly 
vymyty lineární gradientem pufru B od 1 do 45 % za 30 minut. HPLC systém byl přímo 
spojen s hmotnostním detektorem (Apex-Ultra mass spectrometr, Bruker Daltonics).
Separované peptidy byly nabity pomocí ESI ionizace a detekovány pomocí s FT-ICR.
Získaná data byla interpretována pomocí speciálních programů DataAnalysis 4.0 
(Bruker Daltonics) a MSLinks[121]. Pomocí SNAP algoritmu byly spektra 
deisotopovány a dekonvoluovány, k jednotlivým absorpčním maximům byly přiřazeny 
náboje a hmoty a pomocí databáze knihoven byly k jednotlivým hmotám přiřazeny 
peptidy. Z peptidů pak byly vybrány ty, jejichž poměr hmotnost náboj nebyl přítomen 
v kontrole, jež byly zesítěny a obsahovaly zároveň peptid propeptidu i katalytické 
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podjednotky. V takto vybraných peptidech byly nalezeny konkrétní aminokyseliny, 
které byly zesítěny. Tyto aminokyseliny byly vyzdvihnuty a zvýrazněny v modelu. 
4.9 Krystalizace β-N-acetylhexosaminidasy
4.9.1 Krystalizace metodou visící kapky 
Ke krystalizačním experimentům byly používány 24 jamkové Linbro boxy.
Do jamek byl nejdříve pipetován roztok rezervoáru, který odpovídal zkoušeným 
podmínkám (seznam testovaných podmínek je uveden v Příloze). Poté byla na oprášené 
sklíčko nanesena jedna či více kapek proteinu. K roztoku proteinu byl přidáván v 
různých poměrech roztok rezervoáru. Roztok kapky byl promísen pipetou 
a sklíčko s kapkami či kapkou bylo co nejrychleji usazeno nad odpovídající rezervoár. 
Pozorování bylo provedeno s pomocí optického mikroskopu s polarizačním filmem. 
Příprava krystalů pro měření rentgenové difrakce i samotné měření bylo provedeno 
Doc. RNDr. Jiřím Bryndou, CSc.
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5. Výsledky
5.1 Kultivace
K produkci hexosaminidasy bylo jako výchozí použito minerální médium, které je 
podle odborné literatury nejvhodnější k růstu vláknité houby Aspergillus oryaze[57].
Za účelem zvýšení produkce enzymu byly podmínky kultivace optimalizovány. 
5.1.1 Vliv aktivity β-N-acetylhexosaminidasy na ukončení kultivace
Literatura uvádí, že maximum aktivity hexosaminidasy v médiu je dosaženo sedmý 
den (170 hod) po započetí kultivace a proto je nejlepší ukončit kultivaci právě v tuto 
dobu. Tento závěr vychází z předpokladu, že křivka závislosti aktivity (objemové či 
specifické) hexosaminidasy na čase je pro všechny kultivace stejná nebo velmi podobná
(Obr. 11). Pro ověření tohoto záměru byly za stejných podmínek provedeny 4 kultivace.
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Obr. 11 Závislost objemové aktivity β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae
na čase.
Z naměřených dat však vyplývá, že tvar křivek závislosti aktivity enzymu na průběhu 
kultivace pro jednotlivé produkce, u nichž byl zachován stejný postup i podmínky, se 
různí. Jak dokládá Obr. 11, je průběh závislostí odlišný natolik, že rozdíl mezí 
maximem aktivity pro kultivaci 3 a 4 činí více než 60 hodin. Z toho důvodu byla 
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aktivita hexosaminidasy v průběhu kultivace neustále monitorována. K vlastnímu 
ukončení kultivace bylo přistoupeno teprve ve chvíli, kdy bylo dosaženo určité 
stanovené hodnoty aktivity (1,2 U/ml) nebo poté co došlo k poklesu aktivity enzymu.
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Obr. 12 Závislost specifické aktivity β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae
na čase.
Závislost specifické aktivity na průběhu kultivace, kterou zachycuje Obr. 12, rovněž 
dokládá fakt, že tvary křivek si nejsou vůbec podobné. Není tedy vhodné zastavovat 
jednotlivé kultivace ve stejnou dobu, protože by docházelo k příliš velkým ztrátám.
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5.1.2 Vliv pH média na aktivitu β-N-acetylhexosaminidasy
Pro srovnání produkce hexosaminidasy v médiu pro různé hodnoty pH bylo použito 
5 roztoků. pH těchto roztoků bylo na počátku kultivace 4,0; 5,0; 5,5; 6,0 a 7,0.
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Obr. 13 Závislost objemové aktivity β-N-acetylhexosaminidasy na čase pro 
minerální médium s různými pH.
Nejvyšší objemové aktivity hexosaminidasy 1,4 U/ml bylo dosaženo u média, jež 
mělo na počátku kultivace pH 5,0 (Obr. 13). Nárůst aktivity hexosaminidasy je oproti 
doposavad používanému minerálnímu médiu o pH 6,0 více než 15%. K dalším 
experimentům bylo s ohledem na tento výsledek použito médium pouze s pH 5,0. 
Během výše popsané kultivace nebyla sledována jen aktivita hexosaminidasy ale 
také aktuální pH média. Z Obr. 14 vyplývá, že nejvyšší objemové aktivity glykosidasy 
bylo dosaženo pro všechna testovaná média ve stejný okamžik, kdy pH média nabývalo 
hodnot 6,2-6,3. Ve chvíli kdy pH média toto rozmezí hodnot překročilo, došlo 
k prudkému poklesu aktivity (objemové i specifické) u všech měřených médií. Proto 
byly v průběhu dalších sérií měření jako vhodné indikátory pro ukončení kultivace 
průběžně monitorovány objemová aktivita i pH zároveň.
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Obr. 14 Závislost aktivity β-N-acetylhexosaminidasy na aktuálním pH média.
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Obr. 15 Závislost objemové aktivity β-N-acetylhexosaminidasy na čase pro různé 
objemy média.
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5.1.3 Vliv objemu média na aktivitu β-N-acetylhexosaminidasy
Aktivita hexosaminidasy z vláknité houby Penicillium oxalicum je ovlivněna kromě 
jiného také objemem média a velikostí baňky, ve které je třepán. Z toho důvodu byl 
studován tento vliv i u hexosaminidasy z Aspergillus oryzae. Pro srovnání byly 
připraveny tři Erlenmayerovy baňky o různé velikosti s různými objemy média. Poměr 
objemu média k objemu baňky byl však zachován. Byly použity 0,5 l baňky se 150 ml 
média, 1 l baňky s 300 ml média a 2 l baňky s 600 ml média. Výsledky vliv objemu
média a velikosti baňky na objemovou aktivitu hexosaminidasy neprokázaly (Obr. 15). 
Tento závěr umožnil používání i jiných velikostí baněk než bylo do té doby běžné.
5.1.4 Vliv koncentrace induktoru na aktivitu β-N-acetylhexosaminidasy
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Obr. 16 Závislost objemové aktivity β-N-acetylhexosaminidasy na čase pro různé 
množství induktoru.
Jako poslední byl zkoumán vliv koncentrace induktoru na aktivitu hexosaminidasy 
v médiu. Byly připraveny tři roztoky, z kterých jeden neobsahoval žádný induktor, 
druhý obsahoval 0,5 g/l GlcNAc a poslední roztok obsahoval 1 g/l GlcNAc. Výsledky 
prokázaly dříve popsaný pozitivní efekt GlcNAc na aktivitu hexosaminidasy. Nejvyšší 
aktivity hexosaminidasy bylo dosaženo u média, které obsahovalo 0,5 g/l tohoto 
induktoru (Obr. 16). Neplatí tedy, že čím vyšší je koncentrace induktoru v médiu, tím 
vyšší je aktivita hexosaminidasy.
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5.2 Purifikace
5.2.1 Chromatografické separace
Plísňové hexosaminidasy se řadí mezi glykosidasy sekretované do produkčního 
média, z něhož lze získat proteinové frakce po srážení síranem amonným. Získaný 
precipitát je poté přečištěn sérií chromatografií. Jako první krok se osvědčila hydrofobní 
chromatografie na fenyl-Sepharose, při níž dojde k přečištění enzymu především od 
neproteinových kontaminant (Obr. 17). Enzym po této separaci nedosahoval potřebné 
čistoty, a proto byl dále purifikován pomocí dvou ionexových chromatografií na SP-
Sepharose (Obr. 18) a koloně Mono Q (Obr. 19). Na Mono Q koloně bylo pozorováno 
minimum nečistot ve frakcích obsahující hexosaminidasu a při závěrečné gelové filtraci 
(Obr. 21) dokonce nebyly ve frakcích pozorovány žádné nečistoty. 
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Obr. 17 Chromatografická separace β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae
na sloupci fenyl-Sepharosy.
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Obr. 18 Chromatografická separace β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae
na sloupci SP-Sepharosy.
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
0 10 20 30 40
V  [cm
3
]
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
;
 2
8
0
 n
m
0,0
0,1
0,2
0,3
g
ra
d
ie
n
t 
N
a
C
l
[m
o
l ּ◌
d
m
-3
]
Absorbance proteinů při 280 nm
křivka aktivity β-N-acetylhexosaminidasy
gradient chloridu sodného
Obr. 19 Chromatografická separace β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae
na MonoQ koloně.
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Obr. 20 Chromatografická separace β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae
na koloně Fractogel200.
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Obr. 21 Chromatografická separace β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae
na koloně Superdex 200.
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K oddělení propeptidu od katalytické podjednotky bylo využito chromatografické 
separace na obrácenné fázi (kolona Vydac C4). K porušení této nekovalentní interakce 
je nutné kyselé pH (nižší než 3,0) a přídavek organického rozpouštědla. Ze záznamu 
(Obr. 22) této separace je patrné, že jako první je z kolony eluován propeptid a teprve 
poté katalytická podjednotka.
Obr. 22 Chromatografická separace propeptidu a katalytické podjednotky 
β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae na koloně Vydac C4.
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5.3 SDS-elektoforesa purifikované β-N-acetylhexosaminidasy 
Po provedení všech chromatografických separací byla čistota enzymu ověřena SDS-
PAGE. Vzhledem k molekulární hmotnosti katalytické podjednotky (65 kDa) 
a propeptidu (14 kDa) tohoto enzymu byly použity 15% polyakrylamidové gely, v nichž 
jsou dobře viditelné oba proteiny. Výsledek je uveden na Obr. 23. 
Obr. 23 15% polyakrylamidový gel zachycující jednotlivé purifikační kroky
M-proteinový standard, PHE-frakce po separaci na sloupci Fenyl-Sepharosy, 
SSE-frakce po separaci na sloupci SP-Sepharosy, MQ-frakce po separaci na 
MonoQ koloně, Superdex-frakce po separaci na koloně Superdex200.
5.4 Stanovení koncentrace proteinů
Před vlastní strukturní analýzou enzymu byla u vzorku stanovena koncentrace 
metodou podle Bradfordové. Samotná koncentrace vzorku byla vypočtena z rovnice 
regresní přímky, která vznikla proložením bodů odpovídajících standardům.
Obr. 24 Kalibrační přímka pro stanovení koncentrace proteinů dle Bradfordové.
58
5.5 Chemické zesítění β-N-acetylhexosaminidasy
Po zesítění hexosaminidasy byla u roztoku reakčních produktů měřena aktivita 
enzymu (Obr. 25). K měření byly použity roztoky hexosaminidasy po zesítění s 50 a 100 
molárním násobkem zesíťovacího činidla (EDC) a roztok hexosaminidasy bez přídavku 
zesíťovacího činidla jako kontrola. Jako sto procent byla stanovena hodnota objemové 
aktivity kontroly při pH optimu (pH 4,5) hexosaminidasy z Aspergillus oryzae. 
Naměřena data jednoznačně ukázala, že hexosaminidasa po chemickém zesítění 
vykazuje v pH oblasti 3,0-4,5 naprosto shodnou aktivitu jako hexosaminidasa 
nezesíťovaná. V rozmezí pH 2,2-3,0, kdy dochází k oddělení propeptidu od katalytické 
podjednotky, si roztoky hexosaminidasy po chemickém zesítění zachovávají téměř 
konstantní aktivitu, zatímco aktivita hexosaminidasy nezesíťované stále klesá. Tento jev 
dokazuje, že propeptid a katalytická podjednotka jsou skutečně svázané. Z výsledku je 
také patrné, že čím více obsahuje roztok kovalentně svázaného komplexu propeptid-
katalytická podjednotka, tím je aktivita hexosaminidasy ve zmíněném rozmezí pH vyšší.
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Obr. 25 Vliv pH na aktivitu β-N-hexosaminidasy po chemickém zesítění.
Po reakci síťovacího činidla s enzymem byly reakční produkty separovány pomocí 
SDS-PAGE. Z Obr. 26 je patrný vliv molárního nadbytku činidla (EDC). Jestliže byl 
použit vyšší 100× molární nadbytek činidla, došlo k úbytku samotného propeptidu 
i katalytické podjednotky ve prospěch reakčních produktů, především komplexu 
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propeptid-katalytická podjednotka. Tyto produkty byly zpracovány a analyzovány 
postupem uvedeným v kapitole 4.8. Výsledkem strukturní analýzy byly kovalentně
spojené peptidy, respektive byly zjištěny minimální vzálenosti mezi dvojicí spolu 
svázaných aminokyselin. Soupis všech odhalených spojení, které byly potvrzeny 
opakovaným měřením, je uveden v Tab. 2. Aminokyseliny katalytické podjednotky 
spojené s propeptidem byly zvýrazněny v homologním modelu a představují oblasti 
podjednotky, kam se propeptid váže.
Obr. 26 Polyakrylamidový gel (4-12%) po SDS-PAGE, jež byla použita k separaci 
produktů chemického zesítění.
Tab. 2 Seznam identifikovaných svázaných peptidů.
Činidlo/ 
nadbytek
Úsek sekvence
propeptid/ katal. podj.
Modifikované 
aminokyseliny
m/z (monoizotopická hodnota) Chyba 
[ppm]experimentální teoretická
EDC/100 1-10/292-331 V1/E323 5584.8960 5584.8584 6,7
EDC/100 1-29/312-331 V1/E323 5335.7969 5335.7646 6,0
EDC/100 11-29/433-445 K20/E438 3353.7605 3353.7603 0,1
EDC/100 11-45/446-452 E11/K451 4444.1572 4444.1514 1,3
EDC/100 42-68/222-229 E68/K228 3960.0469 3960.0447 0,6
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Během strukturní studie nebyl analyzován jen komplex propeptid-katalytická 
podjednotka, ale také samostatná katalytická podjednotka, samotný propeptid či dimer 
složený z dvou podjednotek a dvou propeptidů. Při studiu samostatné katalytické 
podjednotky byly opakovaně nalezeny stejné spojení aminokyselin (Tab. 3), které však 
neodpovídaly vytvořenému homolognímu modelu podjednotky. V tuto chvíli bylo nutné 
si uvědomit, že vytvořený homologní model sice představuje jen katalytickou 
podjednotku, ale byl vytvořen pro aktivní komplex propeptid-katalytická podjednotka 
a tudíž je struktura katalytické podjednotky ovlivněna přítomností propeptidu. Získané 
výsledky tedy poukázaly na strukturní změnu katalytické podjednotky, která je závislá 
na přítomnosti či nepřítomnosti propeptidu. Na základě těchto dat byl 
Mgr. Josefem Chmelíkem, Ph.D. vytvořen homologní model katalytické podjednotky 
bez propeptidu. Hlavní rozdíl mezi oběma modely tvoří pozice chlopně v N-terminální 
části podjednotky. Zatímco v nepřítomnosti propeptidu je tato chlopeň nad aktivním 
centrem, čímž brání vstupu substrátu. V přítomnosti propeptidu se chlopeň ,,odklopí“ a 
umožní tak přístup substrátům aktivnímu centru. Tato strukturní změna je patrná na sérii 
modelů na str. 61-62.
Tab. 3 Seznam identifikovaných peptidů svázaných v rámci samotné katalytické 
podjednotky.
Činidlo/ 
nadbytek
Úsek sekvence
katal. podj./ katal. podj.
Modifikované 
aminokyseliny
m/z (monoizotopická hodnota) Chyba 
[ppm]experimentální teoretická
EDC/100 33-36/214-229 D34/K228 2581.2195 2581.2195 0,0
DSG/50 72-77/103-120 K76/K111 2900.4943 2900.4978 1,2
DSG/50 1-17/395-420 K13/K406 4826.4526 4826.4507 0,4
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Obr. 27 A) Homologní modely  katalytické podjednotky β-N-acetylhexosaminidasy zobrazené 
jako Richardsonův diagram A) s propeptidem B) bez propeptidu 
Řešení:modrá - aminokyseliny aktivního centra, červená - pohyblivá N-terminální chlopeň, 
růžová - aminokyseliny podjednotky po chemickém zesítění spojené s propeptidem.
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Obr. 27 B)Homologní modely katalytické podjednotky β-N-acetylhexosaminidasy zobrazující 
povrch molekuly A) s propeptidem B) bez propeptidu
Řešení:modrá - aminokyseliny aktivního centra, červená - pohyblivá N-terminální chlopeň, 
růžová - aminokyseliny podjednotky po chemickém zesítění spojené s propeptidem
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5.6 Krystalizace β-N-acetylhexosaminidasy
Cílem krystalizace β-N-acetylhexosaminidasy bylo nalézt optimální podmínky, 
při kterých bude enzym utvářet difraktující krystaly. Byly testovány různé podmínky, 
jejichž výčet je uveden v příloze. Doposud nejlepší krystaly byly získány v jamkách, 
jejichž rezervoár byl tvořen roztokem: 25% PEG3350; 0,1 mol/l HEPES pH 7,5; 1 mol/l 
síran amonný; 5 mmol/l NAG-thiazolin, koncentrace proteinu činila 13,4 mg/ml a poměr 
protein:rezervoár byl ve vytvořené kapce 2:1. Krystaly vzniklé za těchto podmínek 
(Obr. 28) byly vyloveny a zchlazeny ponořením do kapalného dusíku. Difrakční data 
byla získána při teplotě 120 K a vlnové délce 2.2 Å (generátor rotační anoda NONIUS 
FR591) a difrakce byla snímána plošným detektorem (MAR 345).
A B
Obr. 28 A)Krystal β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae B)Difrakční obraz
krystalu β-N-acetylhexosaminisy z Aspergillus oryzae.
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6. Diskuse
Existence interakce mezi propeptidem a katalytickou podjednotkou 
β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae byla popsána před více než 7 lety, přesto 
však její podrobná strukturní charakterisace nebyla dosud popsána. Jediným dosud 
známým údajem byla informace, že se jedná o nekovalentní interakci. Cílem 
předkládané práce bylo nalézt místo interakce mezi propeptidem a katalytickou 
podjednotkou či alespoň nalézt přibližnou pozici propeptidu vůči podjednotce.  
K produkci β-N-acetylhexosaminidasy bylo využito jejích ne úplně typických 
enzymových vlastností. β-N-acetylhexosaminidasa je totiž produkčním organismem, 
vláknitá houba Aspergillus oryzae, sekretována do média a my tak získáváme enzym 
v jeho nativní podobě. Tento jev charakteristický pro hexosaminidasy vláknitých hub je 
nespornou výhodou při práci s jakýmkoli proteinem. Odpadají starosti s hledáním 
podmínek pro renaturaci enzymu i s ověřováním zda renaturace proběhla správně či 
nikoliv a veškeré úvahy o chybném sbalení mohou být vyloučeny.
Neméně zajímavé je, že studovaná β-N-acetylhexosaminidasa je inducibilní. Produkci 
do média lze tudíž zvýšit přidáním vhodného induktoru. Na téma indukce 
β-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae bylo publikováno již několik prací, 
jejichž cílem bylo nalézt optimální podmínky, za kterých bude plíseň enzym produkovat 
na maximální úrovni. Na základě těchto prací bylo vytvořeno médium, do kterého byla 
glykosidasa zaočkována. 
Přestože předešlé studie byly velice obsáhlé a bylo zkoumáno velké množství vlivů, 
je i první část této práce věnována snaze ještě zvýšit sekreci enzymu do média.
Paradoxně k zisku většího výtěžku, kterého bylo dosaženo, nebylo potřeba výrazně 
zvyšovat sekreci proteinu do média, ale lépe volit podmínky, za kterých bude enzym 
z média získáván. Publikované práce vycházeli z předpokladu, že se tvar křivky 
představující závislost aktivity enzymu na čase pro kultivace prováděné za stejných 
podmínek nemění. Ve skutečnosti však nikdy nelze dosáhnout stejných podmínek pro 
dvě různé kultivace. Není možné totiž kvantifikovat, jak moc plíseň na šikmém agaru 
naroste ani jaké množství plísně je z agaru převedeno do roztoku Tweenu 80. Je tedy 
nutné aktivitu β-N-acetylhexosaminidasy v médiu během kultivace neustále monitorovat 
a k jejímu ukončení přistoupit teprve ve chvíli, kdy je enzymová aktivita maximální.
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Jako přínosné se v průběhu práce ukázalo sledovat také hodnoty pH kultivačního 
média. Během kultivace totiž dochází, působením vláknitou houbou sekretovaných 
proteinů, k jeho zvyšování.
K purifikaci β-N-acetylhexosaminidasy byly použity dva různé postupy. První 
postup, pro zjednodušení nazývaný precipitační, zahrnuje odfiltrování kultury vláknité 
houby z média, vysolení média síranem amonným, centrifugaci média, rozpuštění 
vzniklých precipitátů a chromatografické separace pomocí hydrofobní chromatografie, 
dvou iontově výměnných chromatografií a gelové filtrace. Druhý postup, nazývaný
Fractogelový, zahrnuje rovněž odfiltrování kultury vláknité houby z média, dále však jen 
separaci pomocí iontově výměnné chromatografie a gelové filtrace. Tyto dva postupy se 
liší v ceně, délce trvání, maximálním množství použitého média, výtěžku enzymu i jeho 
čistotě. Precipitační způsob trvá výrazně déle, je dražší a během celého postupu dochází 
k velkým ztrátám. Čistota tímto způsobem purifikované β-N-acetylhexosaminidasy je 
ovšem vyšší (při nanášce enzymu 20 µg na jamku 15% polyakrylamidového gelu nejsou 
viditelné žádné kontaminanty). Nově používaným Fractogelovým postupem se zvyšuje 
množství purifikovaného enzymu až o 50%. Purifikovaný enzym obsahuje však v menší 
míře nečistoty, které nelze odstranit ani zařazením dalších chromatografických separací.
Proto je využití enzymů přečištěných různými postupy odlišné. K předběžným testům 
jako bylo stanovení vhodné koncentrace enzymu či molárního nadbytku činidla pro 
chemické zesítění byla použita β-N-acetylhexosaminidasa purifikovaná Fractogelovým 
postupem. Pro experimenty, které byly zakončené LC-MS analýzou, byl samozřejmě 
použit preparát získaný precipitačním způsobem.  
Strukturní charakteristiky β-N-acetylhexosaminidasy byly studovány pomocí 
kombinace chemického zesítění a hmotnostní spektrometrie nebo rentgenové difrakce. 
Důvodem, proč nebyla ke studiu struktury enzymu aplikována nukleární magnetická
rezonance, je příliš velká molekulová hmotnost enzymu. FTIR a Ramanova
spektroskopie byly ke zkoumání struktury β-N-acetylhexosaminidasy použity již
v minulosti, ale hledané místo interakce neodhalily. Data získaná pomocí rentgenové 
difrakce vzniklých krystalů enzymu jsou kvůli jeho vysoké glykosylaci obtížně 
interpretovatelná. Nepodařilo se vyřešit pozorovaný fázový posun. Pro získání lepších 
dat bude nutné krystaly β-N-acetylhexosaminidasy namáčet v roztocích těžkých kovů. 
Ke síťovacím experimentům byly použity dvě činidla EDC a DSG. Podmínky 
chemického zesítění byly optimalizovány tak, aby docházelo ke vzniku maximálního 
množství pro nás důležitého komplexu propeptid-katalytická podjednotka oproti 
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ostatním produktům. Tento předpoklad byl splněn při 100 molárním nadbytku EDC a 50 
molárním nadbytku DSG. Technika chemického zesítění je často zpochybňována 
s odůvodněním, že sítěním vzniklá struktura neodpovídá nativní konformaci proteinu. 
I s ohledem na tyto možné budoucí pochybnosti byla u vzorků enzymu po chemickém 
zesítění stanovena objemová aktivita. Výsledky měření jednoznačně ukázaly, že hodnota 
aktivity je u roztoku β-N-acetylhexosaminidasy před i po síťovacích experimentech 
naprosto shodná. Nedochází tedy k tvorbě denaturovaných produktů. Správné zesíťění 
mezi propeptidem a katalytickou podjednotkou dokazuje také téměř konstantní aktivita 
enzymu v oblasti pH 2,2-3,0 tedy oblasti, kdy u nativního enzymu dochází k samovolné 
separaci propeptidu od podjednotky a tedy úplné ztrátě jakékoliv aktivity.
Po chemickém zesítění byly reakční produkty zpracovány podle postupu uvedeného 
v experimentální části a výsledné peptidy byly analyzovány pomocí LC-MS analýzy. 
Získaná data byla procesována a vyhodnocena pomocí speciálních k tomu vytvořených 
programů. Nalezené intermolekulární vzdálenosti představující spojení mezi 
aminokyselinami podjednotky a propeptidu, odhalily námi hledanou pozici propeptidu 
vůči podjednotce. N-terminální část propeptidu reprezentovaná aminokyselinami Val1, 
Glu11 a Lys20 se váže na katalytickou podjednotku do oblasti pod N-terminální chlopní 
(Glu323, Lys451, Glu438), zatímco C-terminální část propeptidu Glu68 se váže na opačné 
straně podjednotky na Lys228 (Obr.26-27). 
V průběhu strukturních analýz samotné katalytické podjednotky byly několikrát
nalezeny stejné vzdálenosti, které ale nebyly ve shodě s vytvořeným homologním 
modelem katalytické podjednotky. Tento rozpor lze vysvětlit, tím že vytvořený model 
sice propeptid nezobrazuje, ale struktura katalytické podjednotky je jím ovlivněna. 
Z toho vyplývá, že struktura samotné katalytické podjednotky se může od modelu lišit a 
proto byl na základě nalezených dat Mgr. Josefem Chmelíkem, Ph.D. vytvořen další 
homologní model, který zobrazuje katalytickou podjednotku enzymu bez propeptidu. 
Vytvořené modely se liší především pozicí N-terminální chlopně. Pokud je na 
katalytické podjednotce navázán propeptid, tak se N-terminální chlopeň sklání nad 
aktivním centrem. Oproti tomu u samotné podjednotky se tato chlopeň nachází přímo 
nad aktivním centrem a blokuje tak vstup substrátu. To vede k teorii, že propeptid 
vazbou na podjednotku brání sklopení této chlopně a umožňuje tak přístup substrátům 
do aktivního centra. Tuto hypotézu potvrzuje fakt, že samotná katalytická podjednotka 
nevykazuje žádnou enzymovou aktivitu. Přesná pozice propeptidu vůči N-terminální 
chlopni katalytické podjednotky bude předmětem dalších studií.
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7. Závěr
 Změnou kultivačních podmínek byla zvýšena produkce 
-N-acetylhexosaminidasy z vláknité houby Aspergillus oryzae
o 15%.
 Byl vylepšen dosavadní způsob purifikace -N-acetylhexosaminidasy
 Byly nalezeny podmínky, za kterých -N-acetylhexosaminidasa vytváří 
difraktující krystaly.
 S purifikovaným enzymem byly provedeny zesíťovací experimenty 
a analýza pomocí hmotnostní spektrometrie
 Získaná data odhalila strukturní změny katalytické podjednotky 
v přítomnosti respektive nepřítomnosti propeptidu. 
 Na katalytické podjednotce byla nalezena místa, na něž se propeptid váže
a jež korelují se zjištěnými strukturními změnami katalytické 
podjednotky. 
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